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Vazené kolegyné, vazeni kolegové,

vitam Vas na tretim pokracovani sympozia, které se ,vénuje metodam pouzivanym
v rostlinné experimentalni biologii*. Uvozovky jsou pouzity proto, Ze to neni tak Uplné
pravda, i kdyz takovy byl nas cil. Stejné jako v pfipadé rocniku predchazejiciho, i
tentokrat jsme se snafzili zaradit do programu predevsim prednasky Spickovych odbornikd
bez ohledu na to, pracuji-li s rostlinami ¢i s jinymi organismy. Je to jeden z pristupd,
ktery zlstal zachovan a ktery se nam zda dobry.

I nékteré dalsi pristupy v organizaci Metodickych dnl jsme zopakovali. Plenarni
prednasky vySe zminénych odbornikd jsme doplnili prednaskami z fad ucastnikl. I
tentokrat najdete v programu sekci ,Z jinych svétd“ a dle stejného schématu bylo
vybrano i misto konani. Jen je zase trochu blize Praze (snad |épe feceno, je ponékud
zapadnéji). Vhodnych mist totiz neni mnoho (nebo o nich nevime) a tak, pokud
Metodické dny jesté ,chvili* vydrzi, mate vy, ktefi se UcCastnite pravidelné, nadéji objet
Casem celou republiku.

ZUstala i fada lidi v organizacnim vyboru. Toho si velmi vazim. Velkou radost mam téz ze
skutecnosti, ze se nasla fada novych kolegd, ktefi byli ochotni se na organizaci tohoto
sympozia podilet. Obaval jsem se totiz, Ze v dnesnim svété, ve kterém nikdo nema cas,
bude organizovani takovychto setkani ¢im dal tim obtiznéjsi a Ze lidi, ktefi budou ochotni
se na takovéto neimpaktované Cinnosti podilet, bude stale méné. Vychodiskem by snad
bylo vytvoreni jakéhosi ,sympozialniho kitu", ktery by se jen rozbalil a dle prilozeného
protokolu by se postupovalo vpred az k péknému vysledku. Stabilizaci vySe zminénych
pristupd v organizaci Metodickych dnl vlastné jiz takovyto kit tvorime, zatim je vSak
treba stale jesté spoléhat na jednotlivé lidi.

Jsem tedy velmi rad, ze se naslo dostatek lidi, ochotnych podilet se na pfipravé tohoto
setkani, jsem neméné rad, ze existuje fada odbornik{, ktefi bez vahani pfislibili svoji
aktivni Ucast a jsem Stasten, ze je dostatek téch, ktefi maji o tuto akci zajem a bez
kterych by se viibec nekonala.

TésSim se na setkani s Vami.

V Praze dne 31.8.2003
Za organizacni vybor
NE
s
Jan Martinec

Pozn.: Obsahem této Knihy abstrakt jsou abstrakty prednasek a plakatovych sdéleni.
Jednotlivé prispévky jsou publikovany tak, jak byly dodany autory.
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Program — Pondéli 20.10.2003

PROGRAM

Pondéli 20.10.2003

16.00-19.30 Registrace
18.30-19.30 Vecere
19.30-19.45 Zahdjeni sympozia
Sekce: Z jinych svéti
19.45-21.00 S. Komarek: Jak moc zkusenostni védou je dnesni biologie? ......... 8
Nocni kino
21.30 Mrtvy muz (rezie: Jim Jarmusch; hudba: Neil Young)



Program — Utery 21.10.2003

Utery 21.10.2003
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Registrace

Sekce: Bioinformatika
Pfedseda: J. Macas

J. Paces: Pocitacova analyza GQenoml..............ccceevevevveeeveeenean.. 9
1. Kypr: Bioinformatika molekul DNA lidského genomu................. 10
Prestavka, prezentace firem

1. Kadlecova: Informacni zdroje pro vyzkum a vyvoj ................... 11
A. Kovarik: Programy pro analyzu nukleovych kyseiin.................. 12
D. Pickova: Strategie genotypovani inzercnich mutantd

Arabidopsis tAGNANG. ..............ccccceeeeeeeeeeeeeeireeessiieeasseeeaesiseaaesas 13
Obéd

Sekce: Z jinych svétl
J. Fischer: Nestandardni zpdsoby vyuZiti a zneuZiti védy............. 14

Sekce: Bioinformatika
Pfedseda: A. Kovarik

M. Potocky: PouZiti bioinformatiky v rostlinné biologii - analyza

DIOLEINOVYICH SEKVEIICS ........veeeeeeeeeeeeecieeieereaieeieisessivesessssnnns 15
F. Cvrckova: Analyza velkych genovych rodin aneb o cem
VYDOVIAE ROMOIOGIE?............occeeeeeeeeeeeeeeieeeeeeeaeeeeeeeeen, 16

Prestavka, prezentace firem

J. Macas: Identifikace mobilnich elementd v genomickych

sekvencich rostlin pomoci pocitacovych analyz........................... 17
D. Honys: Metody studia gametofytickych transkripcnich faktord
V POSEGENOITIOVE EF@.........ccvvcvveeeeseieierieissiesiesisssssssssssssssssssasas 18
D. Rendk: Regulace transkripce in SHico................c.ccccvvvrvervren.. 19
J. FiSer: TILLING - reverzni genetikou k porozumeni funkce
Lo =111 U 20
Vecere

Nocni kino

Ptaci svét (rezie: J. Perrin, J. Cluzaud, M. Debats)
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Strfeda 22.10.2003

Sekce: Modelové organismy (prednosti a omezeni)
Predseda: Z. Opatrny

8.15-9.00 B. Vyskot: Modely vyvojové biologie rostiin............................. 21
9.00 - 9.45 B. Brzobohaty: Arabidopsis thaliana jako nastroj identifikace

FUNKCE FOSEINNYCH GENG.........c.eeeeeeeeeeeeeieereeeeeereeeaeeieieseairseanens 22
9.45-10.15 Prestavka, prezentace firem
10.15-10.50 J. Hejatko: Inzercni mutageneze ve funkcni genomice

Arabidopsis tAGNANG. ...............ccceveeeeeseeeeessiieeessiieeessiiaseesiriasaanen 23
10.50-11.35 J. Petrasek: Bunecné kultury vysSsich roSthn...............c.ccocvvvveenn.. 25
12.00-13.30 Obéd
14.00-17.00 Exkurze - Policka, Zelena hora
18.00-19.30 Plakatova sekce
19.30 Spolecenska vecere
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Ctvrtek 23.10.2003

Sekce: O ,nomech" v praxi (genom, transkriptom, proteom)

Predseda: M. Potocky

8.15-9.40 P. Sebo: Postgenomické pristupy ke studiu genové exprese -

technologie DNA microarray - mozZnosti @ VYUZiti ........................ 26
9.40-10.00 J. Fulnecek: Identifikace a izolace cDNA funkcné homolognich

e = 27
10.00-10.30 Prestavka, prezentace firem
10.30-10.50 H. Storchova: PouZiti SMART technologie pripravy cDNA pri

Draci s rOStINNYm MAatErIEIM ..............cceeeeeeeeeeeeereeeeeeeeenens 28
10.50-11.10 E. Sykorova: WuZiti metod slot-blot hybridizace pro screening

sekvenci v rostlinnych genomMECh. ..............cccvevvveevvevesecriesisssrnnn, 29
11.10-11.30 M. Fojtova: Studium transgeni/ RNA...............coceeeeeeeeeeeerenne. 31
11.30-11.50 J. Janda: Konstrukce chromozomove specifickych BAC knihoven

U FOSEIN. ...ttt e ettt eesst e e asinsaaaanans 32
11.50-12.10 R. Hobza: Od mikrodisekce k mapovani struktury genomu ........ 33
12.10-12.30 V. Hykelova: Genetické mapovani jako nastroj ke studiu evoluce

pohlavnich chromosomi roau SHENE ..............cocveeeeeveeeeereereans 33
12.30-14.00 Obéd

Sekce: Z jinych svétt

14.00-14.20 1. Tomancova: Forenzii BOtanika..................cceeeeeeeeeeeeeeeeeeennn. 34
14.20-14.40 H. ElidSova. Mykoticka poskozeni trichologického materidlu........ 35

Sekce: O ,nomech" v praxi (genom, transkriptom, proteom)

Predseda: J. Martinec

14.45-15.30 J. Weiser: Proteomika — principy, metody a aplikace................... 36
15.30-15.50 B. Bavinka: Kvasinkovy dvouhybridni Systém...............ccc.cucue... 37
15.50-16.05 T. Hajek: Rychld izolace rostlinnych mitochondrii z malého

mnoZstvi vychoziho materialu pro analyzu proteing .................... 38
16.05-16.35 Prestavka, prezentace firem
16.35-16.50 K. Skalicka: Konstrukce syntetického tabaku................................ 39
16.50-17.05 R. Matyasek: Zpdsoby detekce polymorfismu homolognich DNA

a jejich vyuZziti pfi studiu zmén ve strukture rodicovskych genomdi

u modelovych allotetraploidnich druhd rodu Nicotiana

G TTGGOPOGONN. .........veeeeesseseieeessiieaessiiaeessiseaaessisiaaessissaaessssanannes 39
17.05-17.50 J. Schraml: LC-NMR - prinCipy @ pOUZIti..............ccovvsvsvsvsveesnnn, 40
18.00-19.00 Vecere

Nocni kino
20.00 Shrek (rezie: Andrew Adamson)
Hudba k tanci

22.00 D] Jerry
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Sekce: Moderni metody studia bunécnych struktur
Predseda: J. Petrasek

8.15-9.00 J. Bartos: Analyza genomu rostiin pomoci pridtokové cytometrie 41
9.00-9.45 L. Kubinova: Dvoufotonova konfokaini mikroskopie..................... 42
9.45-10.15 Prestavka, prezentace firem
10.15-11.00 P. Hozak: Moderni metody elektronové mikroskopie..................... 43
11.00-11.20 Peter IlléS. Mikroskopické metddy sledovania prijmu a akumulacie
hlinika v korerioch Arabidopsis thaliana..............ccc.eeeessusveseeennn. 44
11.20-11.40 K. Mlickova: Histochemické metody stanoveni patologickych
zmén v listech rostlin v pribéhu patogeneze biotrofnich
AOUBDOVYCH PAIAZIET. ... 45
11.40-11.55 E. Simariova: Nové metoda méreni propustnosti priduchové
kutikuly izolované z listd brectanu (Hedera helix L.).................... 46
11.55 Zakonceni sympozia, vyhlaseni vysledkd soutéze
12.00 Obéd
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Abstrakty prednasek - Pondéli 20.10.2003

Jak moc zkuSenostni védou je dnesni biologie?

STANISLAV KOMAREK

PiF UK, Katedra zoologie, Vini¢na 7, 128 44 Praha 2
Tel.: 221 953 208, e-mail: komarek@natur.cuni.cz

AC¢ se novoveka véda ve svych pocatcich chapala prave jako zkuSenostni a na empirii kladla extrémni
daraz, ve svych dusledcich se stava v posledku metafyzikou hmotného svéta, ktera zkuSenosti nejen
neodpovida, ale pifimo ji odporuje (zrani jablka pocitujeme jako kvalitativni zménu jeho barvy, chuti,
tvrdosti atd., nikoli jako pieskupovani v posledku neménnych atomii v rameci jeho chemismu). V biologii Sel
tento proces nejdiive cestou "prodluzovani" ptirodnich typd smyslového vnimani (mikroskopie), posléze se
stala naukou o skrytych entitach za jevovym "zavojem M4ja" - ucebnice botaniky pro odborniky je plna
strukturnich vzorct, pro laiky fotografii kvétin - zasvécenci "veédi své" o svéte, ktery je skryty, jako byval
"onen svét" tradicnich nabozenstvi.



Abstrakty prednasek - Utery 21.10.2003

Pocitacova analyza genomu

JAN PaCEs!?

"Ustav molekularni genetiky AVCR a “Centrum integrované genomiky, Flemingovo ndm. 2, 16637 Praha 6 - Dejvice.

Tel.: 220183446, e-mail: hpaces@img.cas.cz

Soucasnd genomika je zalozena na analyze celych genoml nebo velkych tsekd DNA, napiiklad
megaplasmid, chromosomit apod. Predpokladem uspé$né analyzy je stanoveni nepferusované a presné
nukleotidové sekvence analyzované DNA. Nukleotidové sekvence je analyzovana na pfitomnost genii a dalSich
funénich usekd, zejména fidicich a regulacnich elementd, a téZ na charakter nukleotidovych sekvenci, které
nemaji pfimy funkéni vyznam. Jsou to napf. pseudogeny, repetitivni sekvence v eukaryotickych genomech,
cizoroda integrovana DNA. Dulezitou soucasti genomiky je pfifazeni funkce jednotlivym geniim a regulacnim
elementim. Napiiklad az Ctvrtina gend v bakteridlnich genomech nema dosud znamou funkci. Dal$im ukolem
genomiky je studium exprese jednotlivych gent, napt. v chorobnych stavech a pii diferenciaci bunék. K tomu se
dnes vyuziva metod zalozenych na soucasné analyze velkého poctu genl. Je to zejména Cipova technologie.
Velmi dulezita je komparativni genomika, obor, v némz se srovnavaji velké soubory gend a negenové oblasti
pfitomné v riznych organizmech. Srovnavaji se blizce piibuzné organizmy, ale i velice vzdalené organizmy,
napt. bakterie a obratlovci vcetné ¢loveka. Srovnani vede nejen k identifikaci funkce gent, ale téz k poznatkiim
o molekularnich mechanizmech evoluce. Bioinformatika v §irSim slova smyslu vytvari nastroje pro zpracovani
velkého mnozstvi dat, ktera jsou generovana vysokokapacitnimi genomickymi metodami. V uzsim slova smyslu
pak bioinformatika extrahuje molekularni informa¢ni systém bunky a generuje hypotézy vhodné k testovani
klasickymi metodami.



Abstrakty prednasek - Utery 21.10.2003

Bioinformatika molekul DNA lidského genomu

JAROSLAV KYPR

Biofyzikalni Gistav AV CR, Kralovopolska 135, 61265 Brno, CR
Tel.: 541517198, e-mail: kypr@ibp.cz

Pielom 20. a 21.stoleti je spojen se stanovenim vice nez 80% nukleotidovych posloupnosti obsazenych ve
24 molekulach DNA tvoficich jaderny lidsky genom. To umoziuje zkoumat lidsky genom zptsobem, ktery diiv
nebyl mozny. Soucasné si tato nova informace vynucuje rozvoj bioinformatiky jako védni discipliny, ktera se
zabyva shromazd’ovanim, tfidénim a pocitatovou analyzou biologickych informaci.

V ptednasce budou prezentovany nekteré vysledky ziskané autorem a jeho spolupracovniky v oblasti
bioinformatiky v obdobi 1987-2003. Bude ukazano, ze po strance vécného obsahu bioinformatika existovala
davno pted tim nez pro ni bylo pfijato toto jméno, protoze pocitacové analyzy nukleotidovych posloupnosti
celych genomil byly provadény jiz v osmdesatych letech minulého stoleti. Jedinym podstatnym rozdilem oproti
soucasné situaci je tehdejsi pouzivani virovych genomi (bakteriofag lambda nebo retroviry relevantni k AIDS)
k tomuto ucelu, protoze kompletni nukleotidové posloupnosti bakteridlnich a eukaryontnich genomii byly
k dispozici az mnohem pozdgji.

Bude ukazano, ze genom viru HIV je bohaty na adenin, jehoZ pfebytek se v ném vyskytuje na tkor
cytosinu, zatimco v HTLV je tomu pravé naopak. Na zaklad¢ korelaci rozloZeni nukleotidi ukdzeme, Ze lidsky
genom je mozaikou dvou typt segment délky az desitek kilobazi, které se pravdépodobné lisi prevazujicim
typem mutaci. S vyuzitim databaze krystalovych struktur oligonukleotidi NDB a genomovych posloupnosti
nukleotidi EMBL jsme navrhli postup simulace prostorovych struktur molekul DNA tvoficich lidsky genom.
Ukézali jsme, Zze mikrosatelity jsou pfipojeny k okolni genomové DNA prostfednictvim konektort
nezanedbatelné délky. Vyskyt mikrosatelitli v genomech dramaticky zavisi na jejich primarni struktufe. Zameéna
jiz jediného nukleotidu vede Casto ke zménadm vyskytu az o dva fady. Byla zkoumana homogenita rozlozeni
(G+C) v genomech a bylo zjisténo, Ze homogenni oblasti se v nich prakticky viibec nevyskytuji. To je v rozporu
s predstavou o izochorach, které jsou dominantnim konceptem teorie o strukturach dalekého dosahu v lidském
genomu.

Kypr J., Mrazek J.: 1987 — Nature 327: 20

Kypr J., Mrazek J., Reich J.: 1989 — BBA 1009: 280-282
Haring D., Kypr J.: 1999 — J.Theor.Biol. 201: 141-156
Haring D., Kypr J.: 1999 - JBSD 17: 267-273

Matula M., Kypr J.: 1999 - JBSD 17: 275-280

Haring D., Kypr J.: 2001 - BBRC 272: 571-575

Haring D., Kypr J.: 2001 - BBRC 280: 567-573

Haring D., Kypr J.: 2001 - Mol.Biol.Rep. 28: 9-17
Hanzalek P., Kypr J.: 2001 - BBRC 283: 219-223
Hrabcova 1., Kypr J.: 2003 - BBRC 300: 824-831

Podporovéano granty GAAVCR TAA1004201 a IGA MZ CR NM7634-3/2003.
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Abstrakty prednasek - Utery 21.10.2003

Informaéni zdroje pro vyzkum a vyvoj

IVvANA KADLECOVA

Knihovna Akademie véd Ceské republiky, Nérodni t¥ida 3, 115 22 Praha 1
Tel.: 224 24 05 24, e-mail: kadlec@lib.cas.cz

Klasické a moderni zdroje, tradi¢ni a novodobé nosic¢e. Od klasickych katalogi k portaltim.

Modely akvizice a zpfistupiiovani informacnich zdroji Konsorcia v Cechach. Finan¢ni zdroje. Klady a tskali.
Konkrétni ukazky informacnich zdroji dnes a u nas v Cechach.

11



Abstrakty prednasek - Utery 21.10.2003

Programy pro analyzu nukleovych kyselin

ALES KOVARIK

Biofyzikalni Gistav AV CR, Laboratof molekularni epigenetiky, Kralovopolska 135, 61265 Brno
Tel.: 541517179, e-mail: kovarik@ibp.cz

V soudasnosti genomické projekty probihajici na celém svété generuji znaény objem dat. Radové pfichazi do
databazi kazdou minutu jedna nova nukleotidova ¢i proteinova sekvence. Naptiklad nejvétsi databaze GenEMBL
obsahuje jiz pies dvacet miliard nukleotidovych bazi. Je ziejmé, Ze bez vypocetni techniky se zpracovani téchto
primarnich informaci neobejde. Ukolem bioinformatiky je analyzovat sekvenéni data, odhalovat na zakladé
soucasnych biochemickych a biofyzikalnich znalosti jejich strukturni, funkéni a evoluéni vyznam. Zda se, ze
kormidelnik Microsoftu Bill Gates mél pravdu, kdyz pfed mnoha 1éty prohlasil, ze Internet se stane klicovym
médiem pro sekvencni “bioinformace®, dnes jiz prakticky vyuzivané v mediciné a biotechnologiich. V piednasce
bude pojednano o metodach vyhledavani nukleotidovych sekvenci a jejich dalsi analyze.

Seznam uzitecnych webovskych stranek s databazemi a programy pro sekvencni analyzu

Nazev Adresa Charakteristika

National Centre for http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ Databaze: DNA, proteiny, celé
Biotechnology Information genomy, chromozomy (GenBank,
(NCBI) EMBL, DDBJ, SwissProt), MMDB
Literatura: National Library of
Medicine

Programy: Blast

Dalsi uzite¢né odkazy

Databaze: EMBL, GenBank, DDJB,
SwissProt

EBI http://www.ebi.ac.uk/

TAIR http://www.arabisopsis.org/

Stanford Genomic

Stanford Human Genome

Center
TIGR Databases

Genomatix
ExPASy Molecular
Biology Server

PCR_Yale University

Cesky narodni uzel

Clustal

Tandem repeats finder

TRADAT
BEND.IT

Wisconsin Package

http://genome-www.stanford.edu/
http://shgs.stanford.edu/
http://www.tigr.org/tdb/

http://www.genomatix.de/
http://us.expasy.org/

http://info.med.yale.edu/genetics/ward/
tavi/PCR.html
http://www.ICCBnet.cz/

http://searchlauncher.becm.tmc.edu/multi-

align/

http://c3.biomath.mssm.edu/trf.submit.opt

ions.html

http://www.itba.mi.cnr.it/tradat/

http://www2.icgeb.trieste.it/~dna/bend it.

html
http://www.gcg.com/

Databaze: genom Arabidopsis thaliana
Databaze: genom Saccharomyces
cerevisiae

Databaze: lidsky genom

Mikrobialni genomy, ¢ast genomu
Arabidopsis thaliana a ryze

Software pro analyzu promotori
Server zaméteny na analyzu bilkovin.
Proteinové databaze, proteomicky
software, uzite¢né nastroje

Vse o PCR, uzitecné nastroje a odkazy

Propojuje bioinformacni centra
Databaze: GenBank, EMBL, DDJB,
SwissProt — aktualizované 1x14 dni
Software: Wisconsin GCG package
(pro pokrocilejsi — bézi pod UNIX)
Program na porovnavani homologii
DNA, proteini — pro pokrocilejsi
Program pro vyhledavani repetici v
DNA

Transcription Databases and Analysis
Tools

Software: struktura DNA, zakladni
parametry dvouSroubovice
Univerzalni software pro analyzu
sekvenc¢nich data

(neni zadarmo)

Literatura: Introduction to Bioinformatics. (1999) Eds. Attwood TK& Parry-Smith DJ. Pearson Education limited, Harlow,

England. ISBN 0 582 327881
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Strategie genotypovani inzerénich mutanti Arabidopsis thaliana.

DENISA PickovA!?, HANA SOUKUPOVA?

! Katedra f}iziologie rostlin PfF UK, Vini¢na 5, 12844 Pral}a 2,CR

2 UEB AVCR, Rozvojova 135, 16 02 Praha 6 — Lysolaje, CR
Tel.: 220390449, e-mail: pickova@ueb.cas.cz

Diulezitym nastrojem reverzni genetiky je inzercni mutageneze zalozena na vlozeni cizorodé DNA do
daného genu, ktery je tim casteéné ¢i Uplné€ vytazen z funkce. V pripadé Arabidopsis se nejastéji pouziva
modifikovanad T-DNA nesouci selekéni marker, ktera oproti transpozoénim zarucuje stabilni mutagenezi po
nékolik generaci a do genomu se vélenuje v malém poctu kopii.

Vytvoreni vlastni sbirky inzerénich mutanti je pomérné naroc¢né, i kdyz ma své vyhody (napt. ziskani
mutantl se stejnym fenotypem). V soucasnosti je nejsnazsi ziskat inzercni mutanty z nékolika databazi, které
obsahuji radove desitky tisic linii a pokryvaji tak témér cely genom Arabidopsis. Pti vybéru mutantni linie je
dulezité ptihlédnout k umisténi inzertu v ramci genu, predev§im kvuli pfedpokladanému efektu inzerce na jeho
funkci, 1 k naslednému genotypovani.

Pro detekci ptitomnosti inzertu v linii se vyuziva metoda PCR s dvojici primert, z nichZ jeden je odvozen
ze sekvence vektoru a druhy z genomu. Pomoci této metody lze také rozlisit homozygoty a heterozygoty v dané
inzerci. PCR metodu vSak nelze pouzit ke zjisténi dalSich nezavislych inzerci ve sledované linii, jejichz
fenotypovy projev muze nahodné interferovat s mutaci ve sledovaném genu. Vzhledem k ¢astému vyskytu
silencingu genu kodujiciho selekéni marker 1ze (ackoliv obtizn€) pozadovanou linii ziskat pomoci zpétného
ktizeni pfi predpokladu nezavislé segregace inzerci. Dal$i moznosti je ovéfeni za pomoci Southern blottingu a
plasmid rescue. Pro charakterizaci mutantu je nezbytné ovéfit uroven exprese daného genu pomoci RT-PCR.

Podporovéno grantem: GACR 204/02/1461 a vyzkumnym centrem MSMT SIDROS (LN 00A081).
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Nestandardni zpiisoby uZiti a zneuZziti védy

JAN FISCHER
Fyzikalni Gistav Akademie v&d Ceské republiky, Praha

. Standardni zpUsoby uziti a zneuziti védy. Motivy k védecké praci.

. Zrod moderni védy. Galilei a jeho pfedchidci. Pochopeni a predpovéditelnost.

. Kanonizace fyzikalniho vyzkumu. SloZenost, redukcibilita a redukcionismus.

. Dobyvani pravdy o svété. Jak je zaruceno, ze védecké poznani sméfuje k pravdivému obrazu o svété.

. Problém pfenosnosti metod fyzikalniho vyzkumu na jiné obory: extrémni podminky, mnozstvi nevratnych
déji, univerzalita poruchového poctu.

. Popularizace a medializace védy a jejich uskali.

. Vyhled do budoucnosti: masovost védecké ¢innosti, vize a hrozba.

8. Védecka metoda a jeji deformace. Obracend tloha védeckého poznani: analogie s pravem a jinymi ¢innostmi

¢loveka.

DR W=

~N N
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Pouziti bioinformatiky v rostlinné biologii - analyza proteinovych sekvenci

MARTIN POTOCKY

Ustav biochemie a mikrobiologie VSCHT Praha, Technick4 5, 166 28 Praha
Tel.: 221 951 685, e-mail: potockym@vscht.cz

Viz Biologické listy, 2003, 68 (3): 239
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Analyza velkych genovych rodin aneb o ¢em vypovida homologie?

FATIMA CVRCKOVA

Katedra fyziologie rostlin P¥F UK, Vini¢n4 5, Praha 2, CR
Tel.: 221951685, e-mail: fatima@natur.cuni.cz

Dendrogramy C¢ili ,,stromy®“ vyjadiujici rekonstruované evoluéni osudy genovych rodin se
v poslednich letech staly téméf povinnou ozdobou publikaci zamétenych na charakterizaci rostlinnych
gent. Kvalita publikovanych vysledkt je vSak nékdy i v jinak solidnich pracich spornd. V prednasce
budou na konkrétnim piikladu analyzy rodiny rostlinnych formini demonstrovany postupy konstrukce
dendrogramii , béZné problémy technického i interpretacniho razu a zptsoby, jak se jim vyhnout.

Demonstrované softwarové nastroje jsou vesmés dostupné bud zcela voln€, nebo zdarma po
registraci. Odkazy na piislusné www stranky Ize najit napf. na

http://kfrserver.natur.cuni.cz/bioinfo.html

Zasadnim pravidlem je, Ze dendrogram nemiize byt lepsi nez data, na kterych je zalozen.
Kritickymi body zde jsou zejména:

o [dentifikace genii, které maji byt zarazeny do analyzy. Nestaci spoléhat pouze na diive rozpoznané
a tedy anotované geny a hledani v sekvencich predikovanych proteint, k vyhledavani dosud
neznamych homologli znamych genti je vhodné pouzit metody zalozené na prohledavani
nukleotidovych databazi proteinovou ,,sondou” (TBLASTN).

e  Predikce struktury genovych produktii. Anotace kompletnich genomt byvaji Casto zaloZeny na
kombinaci experimentalné zjisténych kompletnich cDNA sekvenci a automaticky generovanych
teoretickych predikci sestfihu mRNA, které jsou znamé svou nachylnosti k chybam (Haas et al.
2002). Casto lze k verifikaci genové struktury a k piipadnému odhaleni chyb v genomovych
sekvencich vyuzit parcidlnich sekvenci z databazi EST (Haas et al. 2003).

o  Kvalita alignmentu. Zde odkazuji na ptedchozi ptednasku M. Potockého.

o Selekce usekit alignmentu pro konstrukci dendrogramu. Nutno mit na paméti predpoklady, z nichz
vychazeji pouzivané metody vypoctu evoluéni vzdalenosti. Pokud umime pocitat pouze se
zaménovymi mutacemi, mezery nejsou data!

Dal$imi vyznamnymi faktory pii konstrukci divéryhodnych dendrogramt jsou:

e Volba metody. Cenu dendrogramu vyrazné zvysi, pokud ke stejnému vysledku dospéjeme vice
algoritmy. Pouzivaji se bud’ metody typu ,,maximum likelihood“ (ML, Felsenstein 1996) nebo
,neighbor-joining™ (NJ, Saitou and Nei, 1987). Z4dna z metod neni ,,samospasitelna® a obg
objemu dat 1ze mnohdy realné pouzit jen NJ.

o  Statistické zhodnoceni. Spolehlivost zjisténé topologie stromu je nutno ovéfit napt. tzv.
bootstrappingem, a pfi presentaci vysledkll je nutno uvadét alespon souhrnné vysledky tohoto
zhodnoceni.

Ani pfi spravné zkonstruovaném dendrogramu se nelze vyvarovat interpretacnich nejasnosti,
zejména pokud si nemtizeme byt zcela jisti, Ze jsme identifikovali opravdu vSechny ptislusniky studované
genové rodiny, a ze dokdzeme spolehlivé vymezit ortologni a paralogni sekvence. Je proto nutno mit vzdy
na paméti ,,zlaté pravidlo®, které vystizné formulovala Andrea Hansen (2001, p.40):

,,Die Programme ... liefern immer ein Ergebnis. Der Anwender muss selbst enscheiden, ob dieses auch
einen Sinn ergibt. !

Felsenstein J.: 1996. - Methods in Enzymology 266:418-427

Haas B.J et al.: 2002. - Genome Biology. 3:research0029.1-0029.12

Haas B.J et al.: 2003. - Nucleic Acids Res. 31:5654-5666

Hansen A. 2001.: Bioinformatik: ein Leitfaden fiir Naturwissenschaftler., Basel, Boston, Berlin: Birkhauser.
Saitou N., Nei M.: 1987.: - Mol.Biol.Evol. 4:406-425

Podporovéno granty GACR 204/02/1461 a MSMT J13/98:113100003.

" Programy ... vidy daji vysledek. Uzivatel sam se musi rozhodnout, zdali vysledek déavd smysl.
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Identifikace mobilnich elementi v genomickych sekvencich rostlin pomoci
pocitacovych analyz

JIRI MACAS

Ustav molekulérni biologie rostlin, Laboratof molekularni cytogenetiky, Ceské Budgjovice
e-mail: macas@umbr.cas.cz, http://w3lamc.umbr.cas.cz/lamc/

Mobilni elementy, jejichz hlavnimi piedstaviteli jsou DNA transpozony a retroelementy, tvoii
podstatnou ¢ast genomi vyssich rostlin. Z divodu jejich vysoké Cetnosti a rozptyleného vyskytu v
genomu jsou ¢asto s uspéchem vyuzivany k pripravé molekularnich markert, zalozenych na inzerénim
polymorfismu (pfitomnosti nebo absenci) urcitého elementu v daném lokusu. Detekce tohoto
polymorfismu se obvykle provadi pomoci PCR, a proto se k tomuto ucelu hodi zejména velmi kratké
elementy, jakymi jsou napt. SINEs (Short INterspersed Elements) a MITEs (Miniature Inverted-repeat
Transposable Elements). Izolaci lokust obsahujicich tyto elementy lze provadét metodami molekularni
biologie, napt. screeningem genomickych knihoven, ktery ale nardzi na problémy ucinné detekce
elementl zpasobené velkou variabilitou jejich sekvenci. Alternativni metodou je pocitacova
identifikace inzerci mobilnich elementii ve znamych sekvencich ulozenych v databazich DNA, ktera se
vzhledem k rychlému postupu sekvenovani genomi mnoha druht stava stale atraktivnéjsi. Tato metoda
navic umoziuje hledani elementii na zéklad¢ jejich specifickych strukturnich rysi, takze je do znacné
miry nezavisla na variabilité jejich sekvenci a lze tak identifikovat i dosud neznamé elementy. Tento
princip bude v piedndSce demonstrovan na piikladu hledani MITE elementi v genomickych
sekvencich hrachu, dostupnych v databazi GenBank, a zaroven budou zminény néckteré uzitecné
nastroje pro pocitacovou analyzu sekvenci DNA. Charakteristickymi znaky MITEs je jejich ohraniceni
dvéma obracenymi repeticemi a délka do n¢kolika stovek bazi. Za ucelem hledani takovychto sekvenci
byl vyvinut pocitacovy program napsany v jazyce Perl a vyuzivajici moduli implementovanych v
ramci projektu BioPerl, které vyrazné zjednodusuji programovani analyz sekvenci DNA a proteintl.
Nalezené sekvence potencialnich MITE elementti byly dale analyzovany programy, implementovanymi
na webovém serveru Biology WorkBench a v programovém baliku Staden package. Homologické
sekvence byly vyhledavany programy FastA, BLAST a DBWatcher (ten umoziiuje provadét
automatické opakované hledani zadané sekvence napt. v updatech DNA databazi). Vysledkem prace
byla identifikace a nasledna analyza dvou skupin MITE element(, z nichz jedna patfi do dfive popsané
nadrodiny typu Stowaway, a druhd pfedstavuje novou rodinu elementd s nékolika zajimavymi
strukturnimi vlastnostmi, jako jsou extrémné dlouhé koncové repetice a 9 bp duplikace mista inzerce.

Webové odkazy:

BioPerl — http://www.bioperl.org/ nebo http://bio.perl.org/

Biology WorkBench - http://workbench.sdsc.edu/

DBWatcher — http://www-igbmc.u-strasbg.fr/Biolnfo/LocalDoc/DBWatcher/
GenBank - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide
Staden package - http://www.mrc-Imb.cam.ac.uk/pubseq/staden_home.html
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Metody studia gametofytickych transkripénich faktoru v postgenomové ére

DAVID HONYS', DAVID TWELL?

'UEB AVCR, Rozvojova 135, 16502 Praha 6, CR;? University of Leicester, LE1 7RH Leicester, United Kingdom
Tel.: 220390450, e-mail: honys@ueb.cas.cz

Uplné osekvenovani genomu Arabidopsis thaliana (AGI 2000) a pribézné probihajici anotace
kédujicich sekvenci (TIGR 2002) zptsobily, ze jsme se i v rostlinné iSi ocitli v postgenomové éie. Tato
skuteCnost razantné¢ zménila metody studia genové exprese a jeji regulace. Dal§im milnikem bylo
zavedeni Cipové technologie a zejména uvedeni na trh 23K genového Cipu (Affymetrix) v loniském roce
obsahujiciho témét 85% z vice nez 27 000 znamych kodujicich sekvenci Arabidopsis. Aplikace Cipové
technologie umoznila v jediném pokusu ziskat informace o aktualnim stavu exprese naprosté vétSiny
kédujicich gentt v dané skupiné bunék, organu ¢i celé rostliné. Stale se rozSifujici pocet jiz
charakterizovanych transkriptomti rozlicnych typd rostlinnych pletiv a organti za variabilnich
experimentalnich podminek (www.arabidopsis.info) v rychle rostouci mife umoziuje studium regulace
genové exprese na globalni urovni, funkéni analyzu transkripénich faktorti a siti jimi kontrolovanych
gendl.

Uvedena globalni analyza, a¢ vypada pomérné snadno, ma v soucasné dob¢ nekolik tskali. Prvnim
z nich je, ze charakterizace transkriptomu nam dava staticky obrazek o stavu genové exprese v daném
vzorku v jeden konkrétni okamzik. Regulace genové expresy v Case je v§ak jevem dynamickym, k jehoz
studiu potfebujeme poznat zmény v expresi zkoumanych genti v nékolika ¢asovych bodech. Dale aktivace
¢i inhibice jednotlivych gend probiha na bunétné urovni a kinetika téchto jevl neni synchronizovana
v ramci celych organt. Idealnim stavem je tedy v soucasné dobé¢ studium transkriptomu jediné vyvijejici
se bunky. Toto tuskali souvisi s druhym problémem, kterym jsou nase poncékud neohrabané metody
isolace RNA, které neumoznuji reprodukovatelnou isolaci homogenni populace mRNA z jednotlivych
rostlinnych bunék v mnozstvi dostatecném pro ¢ipovou analyzu. Pravé zuvedenych divodd je velice
vhodnym modelovym systémem vyvijejici se samc¢i gametofyt, ktery je zfunkcniho hlediska
jednobunéénym systémem a u néhoz existuji postupy isolace homogennich populaci bun¢k v nékolika
cytologicky pfesn¢ charakterizovanych vyvojovych stadiich.

Velikosti a vzajemné pruniky gametofytického a dvou sporofytickych transkriptomt jsou
znazornény na obrazku A. Genom Arabidopsis obsahuje témét 1600 gend kodujicich transkripéni faktory
(Riechmann et al., 2000), z nichz 371 bylo nalezeno i v sam¢im gametofytu. Jejich distribuce je na
obrazku B. Pfedmétem prednasky pak budou bioinformatické a molekularné genetické metody studia
téchto gametofytickych transkrip¢nich faktori. Z metod bioinformatickych se jedna o analyzu ¢ipovych
dat, hierarchické tfidéni koexprimovanych skupin gent, in silico identifikaci regulacnich cis-sekvenci a
identifikaci pravdépodobnych vazebnych bilkovin. Metody molekularné biologické zahrnuji zejména
studium interakci mezi makromolekulami a metody reverzni genetiky, pfistupy ,,loss-of —function” a
»gain-of-function®.

VSECHNY GENY TRANSKRIPCNI FAKTORY Vennovy diagramy zndzorfiujici

A Saméi gametofyt (10862) B Saméi gametofyt (371) gametofytickou a sporofytickou
expresi u Arabidopsis na urovni
vSech genti (A) a transkripnich
faktorG (B) pfitomnych na 23K
genovém Cipu. Jednotlivé datové
soubory odpovidaji  transkripto-
mam samciho gametofytu, kli¢nich
rostlinek a sporofytu ve vegeta-
tivnim stavu (Listova rizice). Cisla
v zavorkach udavaji celkovy pocet
Kifeni istovd|Klfent gen exprimovanyeh v daném tran-
rostlinky riZice|rostlinky rizice| SKiiptomu, NE odpovida neexpri-
(10779) NE 7781 (10554)|(477) NE 607 (485)| movanym genum a CELKEM uda-

CELKEM 22591 gend CELKEM 1296 gendl va celkovy pocet pislusnych gend
9 9 ptitomnych na 23K genovém Cipu.

2432
(22.4%)

9%
(25.9%)

1062
(9.9%)

904
(8.6%)

78
(16.1%)

AGI, The Arabidopsis Geonome Initiative: 2000 - Nature. 408: 796-815

Riechmann JL, Heard J, Martin G et al.: 2000 - Science 290: 2105-2110

TIGR, The Institute for Genomic Research: 2002 - Arabidopsis Geonome Annotation Release 3.0:
ftp:/ftp.tigr.org/pub/data/a_thaliana/ath1/

Podporovano grantem NATO/Royal Society Postdoctoral Fellowship.
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Regulace transkripce in silico

DAVID RENAK

"UEB AVCR, Rozvojové 135, 165 02 Praha 6
Tel.: 220 390 452, e-mail: d.renak@seznam.cz

S postupnou sekvenaci dalSich genomut pfibyva novych dat rychleji nez jim sta¢ime rozumét. Jejich
funk¢ni analyza se stdva naplni prichazejici post-genomické éry. V souvislosti s timto trendem se méni i zptisob
prace se ziskanymi daty. Jsou to postupy oznacované jako in silico, nebot vyuzivaji vypocetni techniky ke
zpracovani velkého mnozstvi informaci, které jsou postupné odhalovany ve struktufe genomu a jsou naplni
bioinformatiky.

Pracovni nastroje bioinformatiky jsou v pekotném rozvoji, neustale se dopliuji a rozvijeji. Tim se také
rozifuje oblast jejich pouZiti ve zpracovani bioinformaci. Sifeni téchto aplikaci podporuji dvé skuteénosti:
dostupnost zakladnich sekvenc¢nich dat, ktera neustale nartstaji, a dostupnost pracovnich nastroji ke zpracovani
téchto dat, které jsou volné dostupné na internetu. Pfedmétem studia bioinformatiky jsou analyzy DNA, RNA i
bilkovin. Na urovni DNA jsou to pfedevSim prace s genomem — urCeni jeho velikosti, obsahu G+C parg,
vytyceni kodujicich a nekodujicich oblasti, stanoveni hustoty a poctu gent, jejich primérné velikosti, analyza
promotorovych oblasti a enhancerd, hledani intronti a exontl, tvorba restrikénich map, navrhovani PCR primerd,
evoluce genii a genovych rodin a vytvareni fylogenetickych stromti. Na urovni RNA je to charakterizace
transkriptomu, urceni transkriptli a miry jejich exprese v prubéhu vyvinu organismu, zajimavé jsou predikce
sekundarni struktury RNA a jejich vlastnosti, hledani malych nekédujicich RNA, transferovych RNA, evoluce
ribosomalni RNA. Informace kodujici RNA poskytuje primarni strukturu bilkovin, analyza jejich aminokyselin
umoznuje stanoveni fyzikalné-chemickych vlastnosti bilkovin, modelovani 3-D struktury, charakterizace
jednotlivych domém a oblasti s moznymi interakcemi, je mozné piedpovédét biologické vlastnosti a post-
transla¢ni modifikace bilkovin.

Je patrné, Ze moznosti bioinformatiky jsou Siroké. Jedna z uzitecnych aplikaci je analyza transkriptomu
v jednom casovém okamziku. S vyhodou Ize pouzit techniky DNA ¢ipu ke zjisténi miry exprese jednotlivych
genll v urcitém vyvojovém stadiu. Z celého souboru je mozno vybrat ty transkripty, které vykazuji stejnou miru
exprese. Existuje predpoklad, ze tyto transkripty by mohly byt regulovany stejnymi transkripénimi faktory.
V tomto piipadé jsou in silico vyhledavany predpokladané konsensus sekvence regulacnich oblasti. Pokud
takova sekvence existuje, je vysoky predpoklad, Zze dand skupina genti je regulovana stejnymi transkripénimi
faktory. Takto vyhledané geny mohou byt i lokusy pro dalsi transkripéni faktory. Vhodnym modelem pro tato
studia je sam¢i gametofyt rostlin — mikrospora, pylové zrno a pylova lacka. Jsou to struktury vznikajici zcela
specifickym vyvojovym programem a praveé funkéni analyza gent transkripéné regulovanych na pocatku vyvoje
mikrospory muze vyznamné prispét k porozuméni pocateCnich procest, které nakonec vedou k vyvoji zcela
specifické bunky.

Bioinformatika poskytuje fadu nastroju k feSeni mnoha otazek molekularni biologie, a to nastroju tak
efektivnich a rychlych, ze i bez vétsi prace lze ziskat mnoho informaci zasadniho charakteru. Je tfeba vsak
pfipomenout, ze zadna hypotéza vypracovana in silico se neobejde bez ovéteni fadnym pokusem na trovni in
vivo nebo in vitro.
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TILLING: reverzni genetikou k porozuméni funkce genti

JOSEF FISER

GeneTiCA s.r.o. Sluzeb 4, Praha 10, 108 52
Tel.: 272 701 055

Nartstajici znalosti o sekvencich genti posouvaji sou¢asnou genomiku vyraznou mérou ke snaham zajimat
se nejenom o strukturu ale zejména o funkci gentl. Jednou z moznosti je vyuziti postupd reverzni genetiky, tedy
identifikace funkce genli o znamé sekvenci fenotypovou analyzou bun¢k ¢i organismt, u kterych funkci téchto
genl vyradime. Uzivané strategie jako je pouziti transpozond, ,,gene silencing® ¢i vyuziti RNA interference
doplituje nyni dal$i metodika- TILLING (Targeted Induced Local Lesions IN Genomes), ktera nachazi
uplatnéni pfedevsim v oblasti vyzkumu rostlin. Semena jsou vystavena pisobeni chemického mutagenu napt.
EMS (ethylmethansulfonat). Populace rostlin vznikla ztéchto semen obsahuje nahodné bodové mutace.
Selektivnim poolovanim DNA a amplifikaci pomoci fluorescencné znacenych primeri vznikaji heteroduplexy
mezi pfirozenou a mutantni DNA. Heteroduplexy jsou inkubovany s endonukleazou CEL I, kterd S$tépi
»,mismatch® mista. Vysledné produkty jsou vizualizovany na sekvena¢nim gelu a nasledna analyza individualni
rostlinné DNA z poolované DNA identifikuje rostlinu nesouci mutaci.

Oproti ostatnim metodam vyuzivanym v reverzni genetice ma TILLING né&kolik dualezitych vyhod.
Predevsim umoznuje provadét identifikaci mutaci u cilovych gent bez pouziti GMO.

Ve srovnani s metodami, které pouzivaji “knockout” genid je mozné hodnotit i efekty pouze ¢astecného
vyfazeni genu. Vyznamnou vyhodou je moznost snadné automatizace do ,,high- throughput* vySetiovani.
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Modely vyvojové biologie rostlin

BORIS VYSKOT

Biofyzikalni Gistav AV CR, Laboratof vyvojové genetiky rostlin, Krdlovopolska 135, 612 65 Brno
Tel./fax: 541 240 500, e-mail: vyskot@ibp.cz, www.ibp.cz/labs/

Viz Biologické listy, 2003, 68 (3): 253
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Arabidopsis thaliana jako nastroj identifikace funkce rostlinnych geni

BRETISLAV BRZOBOHATY 2

! Biofyzikalni ustav AVCR, Kralovopolska 135, 612 65 Brno, CR 3
? Laboratof funkéni genomiky a proteomiky, Prirodovédecka fakulta, Masarykova univerzita, Kotlatska 2, 611 37 Brno, CR
Tel.: 541517184, e-mail: brzoboha@ibp.cz

Zvoleni vhodného modelového organizmu je jednim z kli¢ovych pfedpokladli pro systematicky pokrok
v kterékoliv oblasti biologického vyzkumu. Nalezeni konsensu v oblasti volby modelové rostliny si vyzadalo
dlouhy ¢as. Rostouci vliv molekularni biologie sehral rozhodujici roli ve sjednoceni rostlinné komunity na volbé
malé plevelné rostlinky husenicku (Arabidopsis thaliana). Molekularni biologie totiz nabidla perspektivu
rychlého zaroceni vyhod plynoucich zmalé velikosti genomu, hluboce rozpracované genetiky, snadnosti
genetické transformace prostiednictvim bakterie Agrobacterium tumefaciens, kratké generacni doby, vysokych
vynosti semen a moznosti kultivace velkych soubort jedincl na relativné malych plochach. Tyto piednosti
prevazily nad nepiehlédnutelnymi komplikacemi, které plynou z drobného vzristu husenicku, pfi biochemickych
a bunécné-biologickych experimentech vyzadujicich napf. izolaci proteinti, membran nebo organel.

Stanoveni sekvence genomu v roce 2000 otevielo perspektivu vyuziti Arabidopsis thaliana jako nastroje
identifikace funkce celého zakladniho souboru 25 000 rostlinnych genti. Vzhledem k soucasnym a v brzké dobé
ocekavanym metodickym pokrokiim je pfedpokladano dosazeni tohoto cile do konce roku 2010.

Dostupnost kompletni sekvence genomu Arabidopsis thaliana silné urychluje identifikaci genti na zakladé
fenotypovych projevi mutaci nové identifikovanych i diive nalezenych a charakterizovanych klasickymi
genetickymi pfistupy. Reverzni pfistup vychdzi z moznosti generovat sbirky linii, u nichz bylo dosazeno
vysokého stupné saturace genomu inzercemi vhodnych genetickych elementti. Molekularné genetickymi
pristupy je pak mozné nalézt inzerci v genu zajmu a nasledné dedukovat jeho funkci z analyzy fenotypovych
projevii absence pfislusného genového produktu. V fadé piipadi se ukazuje cennou moznost navozeni
podminénych mutaci. K jejich ziskani je mozné vyuzit redukce exprese zkoumaného genu prfistupy antisense-
RNA nebo kosuprese/RNAi v usporadani, kdy je pro expresi odpovidajiciho konstruktu zvolen vhodny systém
regulovatelné exprese transgenl. K objasnéni funkce genli rovnéZz vyznamnou mérou pfispéla analyza
fenotypovych projevli jejich ektopické exprese s vyuzitim konstitutivnich a v posledni dobé piedev§im
regulovatelnych systémil genové exprese. Spravné cilené vyuziti ndstroji reverzni genetiky vyzaduje podrobnou
znalost expresnich profild genomu v jednotlivych vyvojovych stadiich a za riznych podminek vnéjsiho
prostedi. Informace o kompletni sekvenci genomu Arabidopsis thaliana je zékladem pro piipravu DNA chipa
umoznujicich jejich ziskani. Jsou vyvijeny systémy, které umozni pfejit od analyzy téchto profili ve vzorcich
pripravenych z celistvych rostlin nebo organd k analyzam na urovni jednotlivych bunéénych typd. S vyuzitim
zejména dvourozmérné elektroforézy a technik hmotnostni spektrometrie jsou ziskavany prvni poznatky o
dynamice proteomu v priub&hu vybranych vyvojovych procest a odpovédi na zmény vnéjsiho prostiedi. Ziskané
informace jsou integrovany v komplexnich databazich (www.arabidopsis.org).

Podporovano granty LNOOA081, MSM 143100008 a KSK5052113.
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Inzercéni mutageneze ve funkéni genomice Arabidopsis thaliana

JAN HEJATKO'? MARKETA PERNISOVAZ, ROMANA DOBESOVA%, JAKUB HORAK'? A BRETISLAV
BRZOBOHATY'?
! Biofyzikalni ustav AV CR, Kralovopolska 135, 612 65, Brno, CR
2 Laboratof funk&ni genomiky a proteomiky, PYF Masarykovy univerzity, Kotlafska 2, 611 37, Brno, CR
Tel.: 541 129 368, e-mail: hejatko@sci.muni.cz

Ptistupy pouzivané pfi identifikaci funkce jednotlivych gent u rostlin prosly v poslednim desetileti
zésadni kvalitativni proménou. Na rozdil od pfistupt klasické genetiky, kde gen je definovan jako (vice ¢i
mén¢) abstraktni faktor urcujici biologické vlastnosti organismu za danych podminek, znalost struktury
genomu a molekularné genetické pfistupy zménily naSe chapani genu jakozto jednotky danych
fyzikalnich vlastnosti (tedy predevs§im specifické sekvence nukleotidd). V dne$nim pojeti funkéni
genomiky Ize gen zkoumat nezavisle na fenotypovych projevech, které jsou vysledkem jeho biologické
funkce a umoziuje tak identifikaci a studium funkce gentl, které by pfistupy klasické genetiky byly jen
velmi tézko, pripadné viibec ne, detekovatelné.

Inzeréni mutageneze se stala jednim z prvnich pfistupli umoziujicim spojeni molekularniho
chapani genu sjeho (mnohdy predpokladatelnou) funkci. Analyza fenotypovych projevl inzer¢nich
mutantll se zménénou mirou exprese dan¢ho genu zpravidla vede ke konecné identifikaci role genu ve
vyvoji organismu. Piikladem vySe zminéného pfistupu je identifikace role genu pro receptorovou
histidinkinazu CKII ve vyvoji Arabidopsis thaliana. Inzeréni mutageneze zde byla pouzita jak pro
ektopickou nadprodukci proteinu koédovaného genem CKII, tak pro piipravu inzer¢nich mutantd
s inhibovanou expresi tohoto genu. Fenotypové projevy obou mutantd (diferenciace kalust
v neptitomnosti rostlinnych hormont resp. defekty v megagametogenezi) vedly k identifikaci role genu
CKI1 ve vyvoji Arabidopsis (Hejatko et. al. 2003), nikoliv vSak k jednoznac¢né identifikaci funkce
genového produktu na bunécné trovni. Dal§im prikladem studia genu, ktery by pfistupy klasické genetiky
pravdépodobné¢ nikdy nebyl identifikovan, je gen ARR2I, piedpokladany pienase¢ signalu
v dvoukomponentovém signalnim systému u rostlin. Tento gen byl rozpoznan jako homolog jiz diive
popsanych genti u bakterii a kvasinek. Pfesto, ze byla v disledku inzerce neautonomniho transpozonu
potvrzena zména exprese genu ARR21 na urovni RNA, nebyly u identifikovaného inzer¢niho mutanta
zjistény zadné fenotypové odchylky od standardniho typu, pravdépodobné dusledkem funkéni redundance
v ramci genové rodiny (Horak et al., 2003).

Pfi inzeréni mutagenezi jsou nejCastéji pouzivanymi mutageny autonomni nebo neautonomni
rostlinné mobilni elementy (transpozony) a T-DNA. Vyhodou pouziti mobilnich elementl je moznost
vytvafeni stabilnich mutantnich alel vzniklych po chybné excizi elementu, vedoucich jak i) k inhibici
syntézy genového produktu tak i) k obnoveni ¢teciho ramce a reverzi ke standardnimu typu. Vyhodou
pouziti T-DNA je mozZnost vytvaret mutantni linie s 1épe definovanym genetickym pozadim, ¢asto vSak
mize dochazet i k rozsdhlym chromozomalnim aberacim, znesnadiujicim identifikaci role mutovaného
lokusu. Vyhody i nevyhody obou téchto pfistupti budou demonstrovany i) na pfipadu identifikace
stabilnich alel genu CKII (ckil-si(2), respektive ckil-r) v piipadé mutageneze pomoci kukuficného
transpozonu En-I a ii) na identifikaci rozsahlé inverze na chromozomu 2 mezi lokusy NAD7 a ORE9
v ptipadé T-DNA mutageneze.

Znalost uplné sekvence genomu Arabidopsis spolu s vytvorenim elektronickych databazi
inzer¢nich mutanti vedly ke zjednoduseni identifikace mutantnich linii a ke zpfistupnéni této metody
prakticky pro kazdou laboratof. Servis poskytovany NASC (Nottingham Arabidopsis Stock Centre,
http://nasc.nott.ac.uk/) umozinuje centralizované prohledavani nékolika databazi inzer¢nich mutanta
pomoci programu BLAST s piimou vazbou na moznost objednani semen vyhledanych mutantnich linii.
Nase zkusenosti s touto sluzbou budou prezentovany na piikladu identifikace inzerénich mutanti v genu
CREI.

Hejatko J., Pernisova M., Eneva T., Palme K. and Brzobohaty B.: 2003- Mol.Gen.Genomics 269: 443- 453
Horak J., Brzobohaty B. and Lexa M.:2003-Plant Biol. 5: 245-254

Podporovano granty LNOOA081, MSM143100008 a Z5004920.
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Model studia generativniho vyvoje vysSich rostlin

VERA CAPKOVA
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Modelem studia generativniho vyvoje vysSich rostlin je samci
gametofyt, jeho diferenciace od postmeiotické mikrospory ptes
zrani pylové zrna az po pylovou lacku, transportni zatfizeni pro
prenos spermatickych bunék do zarode¢ného vaku. Je to systém
casové i morfologicky piesné determinované diferenciace. I kdyz
se jedna nejprve o jednobunélny, posléze dvou- a nakonec
trojbunéény organ, diferenciace gametofytu je na Grovni genové
exprese regulovana jedinou a to vegetativni butikou, ktera se
pretvafi az v makroskopickou pylovou lacku. Vysokd mira
synchronizace  diferenciacniho procesu dobfe korelujici
s velikosti poupat a moznost sledovani diferenciace za in vitro
podminek jen podtrhuji vyhody tohoto modelu. K jakému typu

studia je tento model vhodny:

Honys D.: Diplomova prace 1995

1) Jak jiz bylo zminéno, je to pfirozeny model umoznujici i u rostlin studovat diferenciaci jediné
buikky. Pokud zvolime ke studiu Arabidopsis thaliana, je mozno plné vyuzit znalost geonomu
k transkriptomice, ke sledovani postupné exprese pylové specifickych genti. Pokud zvolime Nicotiana
tabacum, kde rust pylové lacky je podminén intensivni translaci mRNA molekul syntetizovanych a
v netraslatovatelné podobé skladovanych jiz béhem zrani pylovych zrn, mame k disposici model
translaéni regulace genové exprese. Muzeme analyzovat kompartmentaci neaktivnich transkripti a
identifikovat mRNA-vazebné proteiny podilejici se na inaktivaci a nasledné na aktivaci pylové
specifickych transkripti.

2) Moznost indukce pylové embryogenese, piemény vyvijejiciho se pylového zrna v haploidni
embryo je nejen stale vyuzivanym modelem ziskavani haploidnich rostlin pro $lechtitelské ucely, ale je
také modelem studia odpovédi buiiky na zasadni zménu programu, na zdménu probihajici gametogeze ve
sporofytickou haploidni embryogenezu.

3) Asymetricka mitosa mikrospory je modelem vyuzivanym ke studiu podminek a dtsledkd tohoto
neobvyklého jevu.
4) Metabolicka zavislost gametofytu na okolnim somatickém pletivu nabizi hned nékolik moznosti

studia. Casové a metabolicky determinovana interakce gametofytu s tapetem a posléze s vodicimi pletivy
pestiku se nabizi jako model studia pfenosu signald ¢i vlastnich interakci na tGrovni pronikani
makromolekul mezi obéma typy pletiv a v neposledni fadé podilu gametofytu na indukci apoptozy jak
tapeta, tak blizny a ¢nélky. Dlouhodobé studovana inkompatibilita se v soucasnosti stala jedine¢nym
modelem geneticky podminéné selektivni interakce obou typi pletiv.

Pyl, nejcastéji pouzivané oznaceni pro samc¢i gametofyt, neni jen nepfijemnym alergenem nebo
mnohostranné vyuzitelnym modelem ale zlstava pfedevsim fascinujicim systémem nachazejicim zcela
bezchybné praveé jen odpovidajici bliznu a to bez ohledu na bohaté zastoupeni pyld mnoha dalSich
rostlinnych druht.
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Bunééné kultury vysSich rostlin
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Bunééné kultury vyssich rostlin predstavuji v soucasné dobé experimentalni material, ktery vhodné
dopliiuje vyzkum celistvych rostlin ¢i jejich ¢asti. V zasadé je mozné bunééné kultury délit na dvé zakladni
skupiny. Jedna se o kultury bun€k somatickych, pochézejicich z nejriznéjsich pletiv rostlinného téla, a kultury
pochazejici z mikrospor. Zatimco prvni skupina kultur muze slouzit jako modelovy materidl pii studiu
vegetativniho vyvoje rostlin, druhd mize predstavovat model vyvoje generativniho.

Pfednaska bude zamétena na bunééné kultury somatickych bunék péstovanych v tekutych médiich (tzv.
bunécné suspenze), moznosti jejich ustaveni, kultivace a dal§itho vyvoje. Mezi hlavni pozadavky na kvalitni
bunécnou suspenzi patii predev§im jeji vysoka rozpadavost, co nejvyssi délivd schopnost, vyrovnanost
bunécného fenotypu a hlavné stabilita béhem dlouhodobéjsi kultivace. Takovymto narokiim mnoho bunéénych
kultur nevyhovuje. Vzhledem ke svym vlastnostem je dnes jednoznacné nejpouzivanéjsi bunéénou linii bunécna
linie tabaku Nicotiana tabacum L. cv. BY-2 (Nagata 1992; Nagata et al 2004). Tato bunécna linie poskytla a
poskytuje cenné poznatky zejména pii studiu bunécného cyklu, cytoskeletalnich struktur, intracelularniho
transportu proteint, fytohormonalnich regulaci a sekundarniho metabolismu. Moznosti genomiky a proteomiky
jsou vzhledem ke znacné velikosti a slozitosti amfidiploidniho genomu u bunééné kultury BY-2 ponékud
omezeny. Ve srovnani s bunéénymi kulturami dosud ziskanymi z modelové rostliny Arabidopsis thaliana vsak
predstavuje bunécna linie tabaku BY-2, ale i n€které dalsi bunécné linie, jednozna¢né homogennéjsi a stabilnéjsi
experimentalni systém. Navic, relativné snadny pienos nejriznéjsich genovych konstruktt do bunek linie BY-2,
sledovani projevi jejich exprese, analyza transkripénich profili v prubéhu bunééného cyklu
(http://mrg.psc.riken.go.jp/strc/index.htm; Breyne et al. 2002) a analyza proteomu (Laukens et al. 2003)
poskytuji v kombinaci s unikatni homogenitou a vysokou dé€livou schopnosti bunééné populace BY-2
kvalitativn€ nové experimentalni moznosti.

Breyne P., Dreesen R., Vandepoele K., De Veylder L., Van Breusegem F., Callewaert L., Rombauts S., Raes J., Cannoot B.,
Engler G., Inze D., Zabeau M.: 2002 - PNAS 99 (23): 14825-14830

Laukens K., Deckers P., Esmans E., Van Onckelen H., Witters E.: 2003 - DOI: 10.1002/pmic.200300614

Nagata T., Nemoto Y., Hasezava S.: 1992 - Int Rev Cytol 132: 1-30

Nagata T., Hasezawa S., Inz¢é D.: 2004 — Biotechnology in Agriculture and Forestry, Vol. 53

Podporovano MSMT, projekty &. LNOOA0S1 a ME585.
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Postgenomické pristupy ke studiu genové exprese - technologie DNA microarray -
moznosti a vyuZiti

PETER SEBO
Laboratof molekularni biologie bakterialnich patogent, MBU AV CR Praha

V prednédSce predstavim zakladni principy technologie DNA microarrays pro celogenomové studie
expresnich profilli (napt. spotted arrays versus systém Affymetrix), proberu jejich specifické klady a zapory a
predstavim vybaveni pro tisk a analyzu klasickych DNA microarrays, které je k dispozici v nasi laboratoii v
MBU AV CR. Déle pojednam o finanénich a technickych narocich téchto technologii a jejich vyuziti pro
identifikaci SNP. Pfednasku uzaviu predstavenim konkrétnich experimentt a vysledkd, které jsme ziskali pfi
studiu exprese genl invazivniho meningokoka Neisseria meningitidis na urovni transkriptomu (DNA
microarrays) a proteomu (2-DE).
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Viz Biologické listy, 2003, 68 (3): 171
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Pouziti SMART technologie piipravy cDNA pFi praci s rostlinnym materialem

HELENA STORCHOVA

UEB AVCR, Rozvojova 135, 16500 Praha 6, CR
Tel.: 220 390 433, e-mail: storchova@ueb.cas.cz

Firma Clontech nabizi sadu kith SMART urcenych k ptipravé cDNA a knihoven. Postup SMART, ktery
je patentovan, vychazi z celkové RNA anebo polyA+RNA v mnozstvi jiz od nékolika ng. Prvni fetézec je
syntetizovan specialni reverzni transkriptazou, ktera po uplném zkopirovani RNA prida ke 3 konci nékolik C, a
poté pokracuje syntézou DNA (switch template). Dvoufetézcovda cDNA je pfipravena pomoci PCR se
specifickymi primery. Béhem této PCR jsou amplifikovany pouze uplné kopie vychozi RNA molekuly.
Fragmenty cDNA vznikle po pfedcasném odpojeni reverzni transkriptdzy od templatu nejsou pomnoZeny.
Reprezentaitivnost cDNA, tj.mira, ve které odpovida jeji slozeni abundanci jednotlivych tfid mRNA ve
vychozim vzorku, je dana poctem cykli PCR.

SMART postup je vyuzit v proceduie subtraktivni hybridizace, schopné nalézt rozdilné exprimované geny
u vzorku RNA z jednotlivych bunék. SMART kity byly piivodné vyvinuty pro praci se savéimi tkanémi. Lze je
vsak velmi dobfe pouzit i u rostlinného materialu. V tomto pfipadé je vSak nutno firemni protokoly modifikovat.
Pivodni protokol jsem upravila za ucelem ptipravy cDNA knihovny z poupat Silene vulgaris. Prvni stovka
sekvenovanych klonti ukazala vysokou reprezentativnost knihovny, stejné¢ tak i pfekvapivou délku cDNA
inzertu. Deset ze sta nahodné vybranych cDNA klont bylo delsich nez 6 kb.
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Vyuziti metod slot-blot hybridizace pro screening sekvenci v rostlinnych
genomech
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2 Queen Mary, University of London, E1 4NS, London, UK

Techniky, jakymi jsou Southern, Northern nebo Western hybridizace, jsou dnes v laboratofich Siroce
vyuzivany. Chceme-li urCit pocet kopii néjaké sekvence v genomové DNA nebo piitomnost transkripti
nékterého genu v RNA, sdhneme patrné v prvni fadé po hybridiza¢nich technikach. Tyto metody vSak mohou
najit uplatnéni jako vyborna dopliikova a také pomérné nendrocnéd screenovaci technika, mame-li pted sebou
ukol zjistit zda a v jakém mnozstvi je né€jaka sekvence pfitomna v genomech druhl navzajem blize nebo i
vzdalengji ptibuznych, vyhledat pak vhodny objekt dalsiho zajmu, ¢i dokonce vyvodit néjaké zavery z hlediska
evoluce zkoumané sekvence.

Obecné metoda slot-blot (Cesky také c&arka-blot) hybridizace spociva v prenosu vzorku chemicky
denaturované DNA (obvykle v 0,4 M NaOH) na nylonovou membranu (nejlépe positivné nabitou, napf.
HybondN+, resp Hybond XL, Amersham Biosciences), ¢imz ziskdame membranu pro hybridizaci se znacenou
sondou. Vyrobci membran Casto poskytuji vlastni protokoly. Pienos DNA na membranu je nejlépe provadét na
specialnim aparatku s komirkami, v némz je membrana podlozena nékolika vrstvami filtracniho papiru, ktery
zajisti dilezitou tésnost aparatury ( DNA je prosavana komuirkami s pouzitim laboratorni vyvévy). Po promyti
komirek 0,4M NaOH a 2xSSC je membrana pfipravena pro hybridizaci. Znaceni a vybér sondy, stejné jako
podminky hybridizace jsou velmi zavislé¢ na konkrétni aplikaci. Z hlediska dosazitelné citlivosti je samoziejme
nejlepsi radioaktivni znaceni, a to bud’ koncové znaceni polynukleotid kindzou, je-li jako sonda pouzit
oligonukleotid, nebo znaceni inkorporaci znaceného deoxynukleotidu, jde-li o sondu na bazi fragmentt
dvojvlédknové DNA (dale jen dsDNA). Inkorporace muze byt provedena mnoha riznymi technikami — od
pripravy znaceného PCR produktu, pfes prodlouzeni z nahodnych dekanukleotidi DNA Polymerazou I- Klenow
fragment, aZ po nick-translaci, pouzivanou spise pro znaéeni celkové genomové DNA a kiiZovy screening napf.
genomovych knihoven (Sambrook et al., 1989). Standardni podminky hybridizace pouzivané v nasi laboratofi
jsou — 1 hod prehybridizace v hybridiza¢nim pufru (0,5 M fosfat sodny, pH 7,5; 7% SDS), po pfidani tepelné
denaturované naznacené sondy hybridizace pfes noc (cca 16 hodin) a odmyvani roztokem 2xSSC, 0,1xSDS pro
oligonukleotidové sondy nebo roztokem 0,2xSSC, 0,1xSDS pro dsDNA fragmenty pouzité jako sondy
(Sambrook et al., 1989). Teplota hybridizace je dodrzena i v odmyvacim kroku a obvykle pouzivame 55°C pro
oligonukleotidy a 65°C pro sondy dsDNA. Tyto podminky jsou pouze jednou z vychozich mozZnosti a
v zavislosti napt. na T,, pouzitého oligonukleotidu nebo obsahu A/T ve fragmentu DNA, pouzitém jako sondy,
mohou byt nastaveny pro konkrétni pfipad. Po expozici na RTG filmu nebo na dnes jiz v mnoha laboratotich
dostupném phosphoimageru (napt. STORM a TYPHOON, Amersham Biosciences, nebo BAS a FLA, FUJI)
mizeme v zavislosti na sile signalu provést vyhodnoceni jak kvalitativni tak i kvantitativni.

Jako priklad vyuziti t€chto postupd k feSeni konkrétniho problému nam mohou poslouzit rostliny fadu
Asparagales a jejich telomerické sekvence. Konce chromosoml eukaryontnich organismi jsou chranény
specializovanymi nukleoproteinovymi strukturami — telomerami. Jejich DNA slozka je tvofena kratkymi
repetitivnimi sekvencemi minisatelitniho typu (délka jednotky 5-25bp) typickymi pro uréitou skupinu
organismil, jako napt. TTAGG u hmyzu, TTAGGG u obratlovct, TTTAGGG u rostlin. Prestoze tyto repetice
jsou si sekvenéné velice blizké, uz proteiny vazajici se na telomerovou DNA mohou byt ve své vazbé velmi
specifické. U rostlin byl do roku 2000 znam jediny pfipad, kdy chromosomy nebyly opatfeny telomerou
s klasickou sekvenci TTTAGGG - pfislusnici rodu Allium, kam patii cibule, ¢esnek a jiné (Fuchs et al., 1995).
Pozdéji (Adams et al., 2001; Adams et al., 2000) byly identifikovany dalsi skupiny rostlin bez typickych
telomer, a to technikami slot-blot hybridizace, FISH a asymetrické PCR. Porovnanim s taxonomickymi daty pak
byl identifikovan bod v evoluci téchto jednodé€loznych rostlin, kdy pravdépodobné doslo ke ztraté typickych
telomer u Asparagales. Zadny organismus viak nemtize pieZivat bez zabezpeleni integrity genomu ochranou
svych chromosomd, kterou zprostiedkovavaji prave telomery (Muller, 1938, McClintock, 1941).

Telomery jsou udrzovany specializovanym enzymem ,,telomerazou, ktera telomery prodluzuje pomoci
reversni transkripce templatové domény své RNA podjednotky se sekvenci odpovidajici telomerické repetici. U
¢lovéka je dnes podrobné popsan také rekombinaéni mechanismus udrzovani telomer nezavisly na telomeraze
(Bryan et al., 1997), ktery se uplatiiuje jako alternativa u rakovinnych bunék a vime, Ze i jiné organismy (napf.
kvasinky) jsou jej schopny v extrémnich podminkach spustit (McEachern, 2002; McEachern and Blackburn,
1996; Teng and Zakian, 1999). Rostliny skupiny Asparagales tedy bud’ musely vyvinout né&jaky alternativni
mechanismus udrzujici jejich telomery a/nebo doslo ke zméné v sekvenci telomerické repetice, ziejmeé
vdisledku mutace telomerazy. Metoda slot-blot  hybridizace s pouzitim oligonukleotidovych
sond odpovidajicich sedmi rlznym typickym telomerickym repeticim umoznila screening celé¢ skupiny
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Asparagales (Sykorova et al., 2003) a vedla k zavéru, Ze typickou telomerickou sekvenci je v jejich piipade
TTAGGG, obvykly u obratlovetu vcetné clovéka. Prekvapiveé sekvencné velice si blizké telomerické repetice
riznych skupin organismii, li§ici se ¢asto v jednom nukleotidu a pfedstavujici tak pouze bodové nesrovnalosti
pro hybridizaci, poskytovaly velmi specificky signal a nizkou (nékdy nulovou) troven cross-hybridizace.

Tento konkrétni pfipad miize ilustrovat obtize, se kterymi se mtizeme setkat v praxi. Pfedevsim je nutno si
uvédomit, Ze slot-blot hybridizace ndm poskytuje pouze tidaj o pritomnosti sekvence v genomu, nedava vsak
zadnou informaci o lokalizaci v genomu. V piipadé Asparagales bylo nutno ovéfit terminalni pozici pomoci
FISH a dal$imi technikami. Zaludnou mtize byt i sila signdlu a z ni vyhodnocovany pocet kopii, nebo 1épe
zastoupeni sekvence v genomu. Protoze se zpravidla na membranu nanasi 1pg nebo jiné zvolené konstantni
hmotnostni mnozstvi genomové DNA, dalsi vyhodnoceni siln¢ zavisi na velikosti genomu (a zda je zndma, coz
neni splnéno v mnoha piipadech). Je snadné si predstavit, jaky rozdil v zastoupeni bude mit sekvence poskytujici
stejné silny signal v genomu Nicotiana sylvestris (1C=2,8pg) a v genomu Cyphomandra sibundoyensis
(1C=15,3pg, oboji Solanaceae). Dal$im uskalim mize byt porovnavani signalti z riznych membran. V ptipadé
Asparagales jsme celkové vyhodnocovali 116 vzorki genomovych DNA, které se pochopitelné nedaly umistit
vSechny na jednu membranu. Neméli bychom proto zapominat na kontrolni vzorky stejné na vSech
srovnavanych membranach a podle nich normalizovat silu signalu. V nasem pfipad¢ to byly genomové DNA
z organismu s riznymi typy telomer — Nicotiana sylvestris (rostliny), Homo sapiens (vertebrata), Bombyx mori
(hmyz), Chlamydomonas reinhardtii (Chlamydomonas, TTTTAGGG). Samostatnou kapitolou je problematika
tzv. cross-hybridizaci, kdy dostaneme fale$né positivni signal i u vzorku, ktery prokazatelné hledanou sekvenci
neobsahuje. Z velké Casti se cross-hybridizace mizeme vyvarovat spravnym nastavenim podminek hybridizace i
nasledného odmyvani, protoze jde z¢asti o technickou zalezitost. Poslednim zavaznym problémem, se kterym se
muzeme setkat je rehybridizace jiz jednou hybridizované, od pfedchozi sondy odmyté membrany, jinou sondou.
Mize se stat, ze pfi odstranovani predchozi sondy pfijdeme i o Cast genomové DNA z membrany, coz je zvlaste
nepiijemné, pokud chceme porovnavat silu signalu z riznych sond vypovidajici o kvantitativnich rozdilech
v jejich zastoupeni ve stejném genomu. Proto je dobrym a spolehlivym pravidlem pouzivat pro kazdou sondu
novou membranu, je-li to mozné. Pokud uz musime membranu hybridizovat znovu, systém kontrolnich vzorkt a
srovnani hybridiza¢nich signalti z jiné (nové) membrany se stejnymi kontrolami na rehybridizované membrané
nam muze velice pomoci s vyhodnocovanim.

Materidlové naroky: bézné laboratorni chemikalie, vodni vyvéva nebo jina vyvéva s redukovatelnym vykonem,
aparatura pro slot-bloty (napf. od BioRad), nylonova membrana, reagencie pro radioaktivni znaceni —
alfa[**P]JdATP(dCTP) nebo gama[**P]ATP, polynukleotid kinaza nebo Klenow-polymeréaza, ptipadné komeréni
kit pro znaceni (napt. DecaPrime Labeling Kit, MBI Fermentas).
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Studium transgenni RNA

MILOSLAVA FOJITOVA

Laboratot molekularni epigenetiky, Biofyzikalni tistav AV CR, Kralovopolska 135, 612 65, Brno
(tel.: 541 517 230, fax: 541 211 293, e-mail: fojtova@ibp.cz

Viz Biologické listy, 2003, 68 (3): 166

31



Abstrakty prednasek - Ctvrtek 23.10.2003

Konstrukce chromozomové specifickych BAC knihoven u rostlin

JAROSLAV JANDA, JAN §AFAR, JAN BARTOS, MARIE KUBALAKOVA, PAVLINA KOVAROVA, MIROSLAV VALARIK,
JARMILA CIHALIKOVA, HANA SIMKOVA, JAROSLAV DOLEZEL

Laboratof molekularni cytogenetiky a cytometrie, Ustav experimentalni botaniky AV CR, Sokolovska 6, 77200 Olomouc

Tel.: 585 228 521, e-mail: dolezel@ueb.cas.cz

Pro analyzu struktury jaderného genomu a izolaci gend u rostlin se stale ¢astéji pouzivaji knihovny DNA
velkych inzerti klonované ve vektoru BAC (,,bacterial artificial chromosome*). Zatimco u druhl s malymi
genomy (Arabidopsis, ryZe) jsou knihovny piedstavovany 10* - 10° klond, BAC knihovny mnoha kulturnich
plodin s velkymi genomy maji 10° — 10° klonti. Prace s tak rozsdhlymi knihovnami je komplikovana a nékladna.
Jiz diive jsme ukazali, Zze prutokova cytometrie umoziuje tfidit jednotlivé chromozémy rostlin. Tiideéné
chromozémy byly pouzity pro cilenou izolaci molekuldrnich markert, fyzické mapovani a konstrukci
chromozoémové specifickych knihoven DNA malych inzertt. Tyto knihovny jsou ale vhodné jen pro urcité
aplikace. V prubéhu této prace byla vypracovana metoda ptipravy BAC knihoven z tfidénych chromozomu
rostlin, kterd byla uspésné ovéfena u pSenice (Triticum aestivum, 2n = 6x = 42). Byla pfipravena subgenomova
knihovna z chromozému 1D, 4D a 6D, ktera predstavuje 4 ekvivalenty délky téchto chromozomui. Knihovnu
tvori 85 tisic klonll o primérné velikosti 85 kbp. Dale byla pfipravena knihovna specificka pro chromozém 3B.
K zajisténi dostatecné reprezentativnosti této knihovny (6ti nasobek komplexity chromozému 3B) bylo zapotiebi
cca 65 tisic kloni o pramérné velikosti inzertdt 100 kbp. Jako dosud posledni byla pfipravena knihovna
specifickd pro kratké rameno chromozomu 1B (1BS), kterd obsahuje 60 tisic klonti a pfi primérné délce inzertu
82 kbp prestavuje 17ti nasobné pokryti jeho délky. Ziskané vysledky a materialy potvrdily realnost konstrukce
subgenomickych BAC knihoven, jejichz vyuziti podstatné zjednodusi a zefektivni mapovani a izolaci gent
kulturnich plodin.

Podporovano Narodni agenturou pro zemédélsky vyzkum (QC1336) a Ministerstvem $kolstvi, mladeze a té€lovychovy (ME
527 a ME 528).
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Od mikrodisekce k mapovani struktury genomu

RomAN HoBzA
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Genetické mapovani jako nastroj ke studiu evoluce pohlavnich chromosomii rodu
Silene

VLADIMIRA HYKELOVA

Biofyzikalni tstav AV CR, Laboratof vyvojové genetiky rostlin, 612 65 Brno, (tel.: 541 517 203, e-
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Forenzni botanika

JARMILA TOMANCOVA

Kriminalisticky tistav Praha PCR, post. schranka 62/KUP, 170 89 Praha 7, CR
Tel.: 974 824 501, e-mail: jarmilatomancova@hotmail.com

Znalosti botaniky jsou ve forenzni praxi vyuzivany za ucelem identifikace rostlinného materialu
souvisejiciho s trestnou ¢innosti. Metodiky botanického vySetfeni rostlinného materialu se vztahuji nejcastéji k
botanickému vySetieni rostlinnych drog, fragmenti rostlinného pivodu a druhu dfeva. Cilem expertizy je
taxonomické urceni botanického druhu nebo jiné taxonomické kategorie, morfologicky popis materialu,
anatomické vySetfeni, vyhodnoceni materialu z hlediska lokality nélezu a uvedeni souvisejicich literarnich a
legislativnich tdajt.

Pii botanickém vysetfeni rostlinného materialu se vyuzivaji metody makroskopické a mikroskopické. Ke
spravnému vysledku analyzy lze vétSinou dojit pouze jejich vhodnou kombinaci, jedina metoda postaci jen
vyjimeéne.

Za ucelem taxonomického zafazeni se snazime vyhledat generativni organy nebo jejich fragmenty, které
poskytuji nejvice identifika¢nich znakt. V pripadé, ze je nelze nalézt, pokusime se rekonstruovat tvar listovych
Cepeli, typ stonkii atd. U suchého rostlinného materialu vyuzivame povaieni v destilované vodé za ucelem
zméknuti pletiv a jejich vyrovnani do pivodniho stavu. Dalsi vySetfeni znakii zkoumaného materialu umoznuji
mikroskopické preparaty pticnych nebo podélnych fezii zhotovenych na zmrazovacim mikrotomu nebo plosné
preparaty praskového materialu. Na zavér vyhodnocujeme morfologické a anatomické znaky a porovnavame je
se standardy. Srovnavaci materialy jsou nejcastéji vysusené nebo ve formé mikroskopickych preparati.

V souvislosti s poruSovanim zakona o navykovych latkach ¢. 167/1998 Sb. navazuje na botanickou expertizu
rostlinnych drog jest¢ kvalitativni a kvantitativni stanoveni uc¢innych latek (chemicka expertiza).
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Mykoticka poskozeni trichologického materialu

HANA ELIASOVA

Kriminalisticky tstav Praha PCR, pot. schr. 62/KUP, 17089 Praha 7
Tel.: 974 824 500, e-mail: hanacliasova@atlas.cz

Trichologicky material je jednim z dalezitych objekti zkoumani zajisténych na misté trestného
¢inu nebo v souvislosti s nalezy neznamych mrtvol. Forenzni expertiza spo¢iva v determinaci ptivodu
materialu, popisu morfoskopickych a metrickych znakd a v nasledné komparaci se vzorky vlasi
relevantni osoby. Mezi nejvyznamnéjsi patii takové znaky, které se vyskytuji v nizké frekvenci a maji
tak vysokou identifika¢ni hodnotu nebo nam vypovidaji o relevantnosti stopy.

Mykotické afekce vyvolané ante mortem, pied separaci vlast, resp. chlupt, jsou zcela
sporadicky zaznamenavana v nasi soucasné populaci. Jsou proto jednim z vyznacnych identifikacnich
markert. Folikuly s terminalnimi vlasy, prave tak, jako vlasy samé, skytaji dermatofytim zivnou pidu.
Mikroskopicky projev dermatophyt je dulezity z hlediska orientacni klasifikace. Determinaci
taxonomickou Ize provést pouze kultivaénim vySetfenim. Tato problematika vSak uz nespada do
pracovni naplné nasi laboratofe.

Trichologicky material vystaveny taphonomickym faktorim (v rGznych typech pud, pisku,
kompostu apod.) je napadan néckolika typy keratinofilnich plisni. Mikroskopicky obraz,
charakteristicky vytvaifenim chodbicek nebo kavit, ndm pomaha v taxonomické determinaci. Podobna
poskozeni nenalézame u vlasti napadenych plisnémi in vivo.
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Proteomika — principy, metody a aplikace

JAROSLAV WEISER

MBU AVCR, Videfiska 1083, 14220 Praha 4 - Kr&, CR
Tel.: 241062378, e-mail: weiser@biomed.cas.cz

Proteomika jako jedna z novée vzniklych disciplin takzvané globalni molekularni biologie prodélala
v poslednich letech velmi dynamicky vyvoj, ktery ¢erpa z neobycejného rozmachu genomiky. Obrovské
mnozstvi sekvencnich dat odhalujicich struktury stale vétsiho poctu genomu jak prokaryotnich tak i
eukaryontnich organizmti vyvolava potiebu efektivnich a vysokokapacitnich technologii dovolujicich
ptifazeni funkci jednotlivym genovym strukturam a odhalujicich jejich vzajemnou interakci a regulaci
jejich exprese. Takové pozadavky splituje pravé proteomika, kterd umoznuje sledovat soucasné vétsinu
proteint v bufice nebo tkani a uréit jak jejich identitu tak i uroven jejich exprese danou jejich koncentraci
v Case a prostoru. V kombinaci se znalosti kompletni sekvence genomu daného organizmu pak umoziuje
porozumét jednotlivym funkénim a regula¢nim genovym sitim a kaskadam. Spolu s analyzou exprese
genit na urovni mRNA (transkriptomika) dovoluje vytvaret globalni modely funkce bun¢k a tkani
jednotlivych organizmd.

Zakladni metodicky arsenal proteomiky ptedstavuji jednak techniky pro separaci proteinti a jejich
detekci ve velmi komplexnich smésich, dale techniky pro identifikaci jednotlivych proteinti a jejich
ptifazeni ke kodujicim DNA sekvencim. V neposledni fad¢ je to i bioinformatika umoziujici zpracovani
obrovského mnozstvi takto ziskanych dat jejich analyzu a modelovani biologickych procest, které
representuji. Dominantni postaveni v separacnich technikach si stile udrzuje vysokorozliSovaci
dvojrozmérna (2D) elektroforéza proteini ¢asto v kombinaci s modernimi chromatografickymi
separa¢nimi metodami. Nicméné objevuji se i nové metody, které do znaéné miry mohou 2D
elektroforézu nahradit. V oblasti identifikace proteini zcela dominantni roli hraje hmotnostni
spektrometrie, ktera dovoluje jednozna¢né€ urcit identitu proteinu na zékladé porovnani hmotnosti z néj
generovanych ionizovanych peptidid s hmotnosti stejnych peptidii odvozenych z jejich DNA sekvence.
Vyuziti hmotnostni spektrometrie v proteomice vedlo i k vyraznému rozvoji této discipliny samotné a
k vyrazném snizeni cen hmotnostnich spektrometrti.

Proteomika rozhodujicim zptisobem ovlivituje nejen zakladni vyzkum a vytvaii nové koncepty
studia struktury a funkce biologickych systémi, ale také zcela zasadnim zpisobem zacina ovliviiovat
rozvoj biotechnologii a biomediciny zejména v oblasti vyvoje novych 1éCiv, diagnostickych postupti a
objasiiovani molekuldrnich zakladd vzniku onemocnéni. Vyznamnym zpisobem se také podili na vyvoji
novych laboratornich metod a ptistroji.

V soucasné dob¢ kdy se zda byt rozvoj tohoto oboru pravé na vrcholu, se zacina rysovat nékolik
zakladnich sméri v perspektivach dalsiho sméfovani proteomiky. Jednak velmi brzy dojde k prolinani
dvou zakladnich konceptl proteomiky, popisného pfifazujiciho jednotlivé proteiny k prislusnym gentim a
kvantitativniho sledujiciho dynamiku exprese genl v Case a prostoru. Zaroven dochazi k oddéleni
vysoko-kapacitni  automatizované robotizované proteomiky provozované zejména  velkymi
biotechnologickymi firmami a nékterymi velkymi a bohatymi laboratofemi od podstatné¢ mén¢ financn¢ a
ptistrojové narocné proteomiky v béznych akademickych institucich. Zatimco primysl hleda
v proteomice rychlou navratnost velkych investic ve formé novych 1é¢iv a diagnostickych postupti, pro
akademické instituce se otevirda obrovské mnozstvi moznosti vyuzit v souCasnosti velmi rozvinuté
proteomové technologie v mensich konkrétné zacilenych projektech studujicich nejriznéjsi dil¢i
biologické problémy a vyzadujici spiSe nez automatizované tovarny na proteomy velkou davku
,»pridaného mozku* badatele.
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Kvasinkovy dvouhybridni systém

BRETISLAV BAVLNKA

UEB AVCR, Rozvojové 135, 165 02 Praha 6-Lysolaje, CR
Tel.: 220390449, e-mail: bavinka@ueb.cas.cz

Kli¢em k bliz§imu poznani biologickym procest, jako je napf. pienos signalu nebo transkripce, je poznani
vzajemnych interakci mezi proteiny. Jednou zvelice ucinnych metod vyuzivanych ke studiu protein-
proteinovych interakci in vitro je kvasinkovy 2-hybridni systém.

Prvni kvasinkovy 2-hybridni systém popsal Fields a Song (1989). Princip metody je zaloZen na faktu, Ze
mnoho eukaryotickych transkripénich faktorti se sklada ze dvou oddélitelnych a funkéné nezavislych domén.
Napft. kvasinkovy GAL4 transkripéni aktivator je tvofen DNA-vazebnou doménou (DNA-BD) a transkrip¢ni
aktivacni doménou (AD). Geny kodujici potencidln€ interagujici proteiny jsou ve fazi ligovany do vektord
obsahujici jednotlivé domény. Vektory je transformovan pfisluSny kvasinkovy kmen a dochazi ke koexpresi
rekombinantnich hybridnich proteint. Pfipadna proteinova interakce ma za nasledek funkéni rekonstrukci GAL4
aktivacniho faktoru a je provazena fenotypove detekovatelnou aktivaci transkripce reportérovych gend (napi.
lacZ, HIS3).

Kvasinkovy 2-hybridni systém ma oproti biochemickym metodam (koimunoprecipitace, afinitni
chromatografie) nékolik vyznamnych vyhod - je relativné levny, umoziuje jednoduchy screening expresnich
knihoven a ziskani cDNA, ma vétsi senzitivitu nezZ in vitro techniky.

Za dobu od svého objeveni se tato metoda stala rutinnim néstrojem pro studium proteinovych interakei a
byla riznym zptisobem modifikovana. Vedle klasického 2-hybridniho systému reprezentovaného GAL4 a LexA
systémem existuje Siroké spektrum modifikaci (napt. hSos/Ras recruitment system, Split-ubiquitin system,
Three-protein system, Small ligand-dependednt system, Dual-bait system).

Fields S., Song O.-K.: 1989 - Nature 340: 245-246

Podporovéno grantem GACR 204/02/1461 a vyzkumnym centrem MSMT SIDROS (LN 00A081)
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Rychla izolace rostlinnych mitochondrii z malého mnoZzstvi vychoziho
materidlu pro analyzu proteini

ToMAS HAJEK'?, VERA CAPKOVA '

"UEB AVCR, Rozvojova 135, 165 02 Praha - 6 Lysolaje

2 Pi F UK, katedra fyziologie rostlin, Vini¢na 5, Praha 2
Tel.: 220390451-2, e-mail: hajtom@ueb.cas.cz

Pii izolaci mitochondrii a nasledné jejich proteintl z rostlinnych pletiv je mozné narazit na n¢kolik
komplikaci. 1. nizkou efektivitu homogenizace, 2. kontaminaci mitochondridlni frakce bunénym
materidlem 3. potize s odstranénim Percollu po odebrani hustotniho gradientu 4. nedostatecnou Cistotu
extrahovanych mitochondridlnich proteinti. Nasledujici metoda odstrainuje vSechny uvedené problémy.

Homogenizace je zaloZzena na stfiznych silach mezi dvéma nylonovymi sity. Jedno je stabilni,
umisténé na potravinové folii a na mekké podlozce, druhé je pripevnéno k hiibovitému nastavci mixeru.
K homogenizaci 0,1 - 1g rostlinného pletiva navlhéeniho pufrem pak dostacuje 30 sekund tfeni.
Odpipetovanim roztoku z folie pod sitem se ziska homogenat s rostlinnymi ¢asticemi nepfesahujicimi
velikost ok spodniho nylonovéh sita (45um).

Pfed nanesenim homogenatu na Percollovy gradient je nutné jeho pfedCisténi 5 minutovou
centrifugaci pfi 2 a 6 tis g., kdy jesté nedochazi k sedimentaci mitochondrii a tézké bunécné struktury jsou
odstranény v sedimentu.

Takto predCiStény supernatant se nandsSi na Percollové médium, kde se po 80 minutach
centrifugace pii 40 tis g vytvari prstenec zaputovanych mitochondrii a v horni ¢asti zkumavky ziistava
cytoplazmatickd frakce bez vysSich bunécnych struktur. Pro odstranéni Percollu z odebranych
mitochondrii se nejlépe osvédéila filrace celého roztoku pres nenabity nylonovy filtr 0,22 pum. Po
oplachnuti filtru promyvacim médiem tak zGstavaji zachyceny pouze mitochondrie (velikost 0,5 pum).

Pro ziskani proteind ze zachycenych mitochondrii je nejlepsi pievrstveni celého filtru fenolem, a
nasledné pridani chloroformu. Chloroformem srazené proteiny vytvoii nad nepolarnim roztokem
prstenec. Fenol-chloroformovy roztok s rozpusténym nylonovym filtrem a lipidy se odstrani, stejné jako
slabd vodna faze snukleovymi kyselinami a solemi. Proteiny po opakovaném promyti fenol-
chloroformem a samotnym fenolem maji po vysuseni vysokou Cistotu vhodnou pro 2D-SDS-PAGE a
dalsi proteomickou analyzu.

Podporovano grantem Ministerstva $kolstvi a télovychovy ¢. CE:J13/98:113100003.
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Konstrukce syntetického tabaku

KAMILA SKALICKA, ROMAN MATYASEK, ALES KOVARIK

Biofyzikalni tistav AV CR, Laboratof molekularni epigenetiky, Kralovopolska 135, 61265 Brno
Tel.: 541 517 179, e-mail: skalicka@jibp.cz

Viz Biologické listy, 2003, 68 (3): 247

Zpusoby detekce polymorfismu homolognich DNA a jejich vyuziti pri studiu
zmén ve strukture rodi¢ovskych genomii u modelovych allotetraploidnich druhii
rodu Nicotiana a Tragopogon

ROMAN MATYASEK, KAMILA SKALICKA, ALES KOVARIK

Biofyzikélni ustav AV CR, Laboratof molekularni epigenetiky, Kralovopolska 135, 612 65 Brno
Tel.: 541 517 230, e-mail: matyasek@ibp.cz

Viz Biologické listy, 2003, 68 (3): 207
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LC-NMR - principy a pouZziti

JAN SCHRAML
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Hybridni technika LC-NMR predstavuje synergetické spojeni nejucinnéjsi separacni techniky (HPLC,
vysoceucinné kapalinové chromatografie) s jednou z nejucinnéjSich metod pro urcovani struktury latek
(NMR, nuklearni magneticka rezonance). V tomto spojeni jsou, pii zachovani vlastnosti chromatografie
(versatilita), podstatné¢ zmirnéna omezeni NMR spektroskopie — pozadavek Cistych latek a nizka citlivost
metody .

Pracovni principy a moznosti pouziti budou demonstrovany na LC-NMR spektrometru Varian INOVA
500 instalovaném v minulém roce na Ustavu chemickych procesti AV CR.

Podporovéno grantem GA AVCR TAA4072005.

40



Abstrakty prednasek - Patek 24.10.2003

Analyza genomu rostlin pomoci pritokové cytometrie

JAN BARTOS, MARIE KUBALAKOVA, JAN SAFAR, JAROSLAV JANDA, PAVLINA KOVAROVA, JARMILA CIHALIKOVA,
MIROSLAV VALARIK, HANA SIMKOVA, JAROSLAV DOLEZEL

Laboratot molekularni cytogenetiky a cytometrie, Ustav experimentalni botaniky AV CR, Sokolovska 6, 77200 Olomouc

Tel.: 585 228 521, e-mail: dolezel@ueb.cas.cz

Prvni publikovana prace o vyuziti pritokové cytometrie pro analyzu rostlinného materialu pochazi z roku
1976. Skutec¢ny nastup do oblasti rostlinné biologie vSak pritokova cytometrie zaznamenala az zacatkem
osmdesatych let dvacatého stoleti, po zvefejnéni ucinné metody izolace bunécnych jader. Analyza obsahu
jaderné DNA ziistava i dnes nejpouzivanéj$i metodou s obrovskym rozsahem aplikaci, zahrnujicich zakladni a
pomoci tfidénych chromozoémi. Analyza a tfidéni chromozomi byly dlouho komplikovany problémy
s pripravou suspenzi intaktnich chromozomi. Ty se podatilo vyfesit zavedenim metody izolace chromozomi z
kofenovych meristémi. Potize s rozliSenim jednotlivych typi chromozoému byly piekonany vyuzitim materialt
s chromozoémovymi translokacemi, delecemi a adicemi. V soucasné dobé jsou k dispozici postupy pro tfidéni
chromozomu hlavnich zastupcti lusténin, obilnin a nékterych dalSich druht rostlin. Tiidéné chromozémy byly
pouzity pro studium genomické distribuce sekvenci DNA pomoci PCR in situ a fluorescencni in situ
hybridizace, pro fyzické mapovani sekvenci DNA pomoci PCR a pro lokalizaci chromozomalnich proteind.
Vyznamnou aplikaci pfedstavuje cilena izolace molekularnich markerti z definovanych oblasti genomu. Za
prelomovy vysledek lze oznacit zvladnuti metody konstrukce chromozoémové specifickych knihoven DNA
klonovanych ve vektoru BAC. Dostupnost téchto knihoven podstatné zjednodusi a urychli fyzické mapovani
velkych genomdi kulturnich plodin a izolaci agronomicky vyznamnych gent.

Podporovano Grantovou agenturou AV CR (IAA 6038204), Grantovou agenturou CR (521/03/0595 a 522/03/0354), Narodni
agenturou pro zemé&délsky vyzkum (QC1336) a Ministerstvem $kolstvi, mladeze a télovychovy (ME 527 a ME 528).
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Dvoufotonova konfokalni mikroskopie
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Dvoufotonovy mikroskop pfedstavuje novy typ konfokalniho mikroskopu (Denk et al., 1990,
Diaspro, 2002). Od ,klasického* laserového konfokalniho mikroskopu se odlisuje tim, Zze misto
jednofotonové excitace vyuziva excitace dvéma fotony, které jsou absorbovany prakticky soucasné, tedy
v jediném kvantovém okamziku. Toto je mozné zabezpecit pouze pomoci specialniho laseru, ktery vysila
fotony s Sitkou pulsu fadové 100 femtosekund. Energie fotont se scitaji, a proto je pfi dvoufotonové
excitaci vlnova délka vysilaného zafeni zhruba dvojndsobna nez u jednofotonové
excitace.Pravdépodobnost dvoufotonové excitace je umérna druhé mocnin€ intenzity excita¢niho pole,
ktera je nejvyssi v ohnisku objektivu. K excitaci tak dochazi pouze v roviné zaostfeni, a proto k ziskani
obrazti optickych fezli vzorkem nepotiebujeme odstiflovat obraz z nezaostienych mist pomoci konfokalni
clonky, jako je tomu u ,klasického* jednofotonového konfokalniho mikroskopu. Vzorek je tak ozatovan
pouze bodovée a zhaseni fluorochromt v nezaostfenych mistech vzorku je vyrazn¢ omezeno.

Mezi hlavni vyhody dvoufotonové mikroskopie ve srovnani s klasickou konfokalni mikroskopii
patii:

- vyrazné mensi zhaseni fluorochromu v celé tloust'ce vzorku

- vétsi hloubka proosteni (az do 400um) i u vzorku, jejichz povrchové vrstvy vykazuji silnou
fluorescenci

- zvySeny podil signalu k Sumu (signal/noise ratio), tedy kontrastnéjsi obrazy, zejména ve vétsich
hloubkach vzorku

- snizena fototoxicita, umoziujici kratko- i dlouhodobé pozorovani zivych bunck a tkani i pfi
pouziti fluorochromt s UV excitaci

- excitace laditelna v rozmezi od UV do modrozelené oblasti (700-1000 nm) bez specialni optiky
nutné pfi excitaci UV lasery

- lepsi moznosti detekce jednotlivych molekul, napt. metodou FRET (fluorescence resonance
energy transfer)

Dvoufotonova mikroskopie ma $iroké vyuziti v mnoha biologickych oborech. Umoznuje ziskavat
tenké optické fezy bunikami ¢i tkdnémi a zobrazit jejich rizné komponenty s vyuzitim vicenasobného
barveni. Pii fyziologickych studiich byvaji ¢asto vyuzivany ¢asové série, zaznamenavajici casové zmény
napf. v koncentraci riznych iontd v riznych oblastech studovaného vzorku. Digitalni obrazy sérii
optickych ftezi predstavuji data vhodna pro kvantitativni méfeni i pro pocitatové trojrozmérné
rekonstrukce relativné velkych oblasti vzorku, aniz by bylo nutné fesit problém licovani naslednych
fyzickych sériovych fezi (Pawley, 1995).

V prednasce budou diskutovana néktera uskali, kterym je tfeba celit pfi praktickém pouzivani
dvoufotonové excitace, napf. jaké barveni je vhodné ¢i jak zabranit prehtati vzorku, ke kterému mutize
dojit z riiznych pricin, jako je pfilis velka intenzita budiciho laserového zafeni ¢i absorpce infracerveného
zafeni nékterou slozkou vzorku.

Denk W., Strickler J.H., Webb W.W.: 1990 - Science 248: 73-76
Diaspro A.: Confocal and Two-photon Microscopy. Wiley-Liss, New York, 2002
Pawley J.B.: Handbook of Biological Confocal Microscopy. Second Edition. Plenum Press, New York, 1995

Podporovéno granty GACR ¢&.304/01/0257 a GA AVCR &.B6011309.
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Moderni metody elektronové mikroskopie
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,biologickych® zacatcich v Sedesatych letech ptispéla k pochopeni bunécné a tkanové struktury. Postupné
se pak elektronova mikroskopie stala nezbytnym néstrojem studii v cytologii, histologii, molekularni
biologii a biologii strukturalni. V postgenomické éfe se transmisni elektronova mikroskopie stava stiedem
zajmu biologt diky své schopnosti lokalizovat ve vzorku i jednotlivé proteinové molekuly. V ptispévku
budou shrnuty soucasné moznosti vyuZziti nejnovéjSich trendl transmisni elektronové mikroskopie
v biologii — ultrastrukturalni tomografie ve spojeni s prvkovou analyzou pomoci EDX a EELS.
Diskutovany budou experimentalni moznosti vyuziti ultrastrukturalniho imunoznaceni pomoci koloidniho
zlata ve spojeni s progresivnimi stereologickymi pfistupy.
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Mikroskopické metody sledovania prijmu a akumulicie hlinika v korenoch
Arabidopsis thaliana
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Mechanizmus ucinku hlinika nie je doteraz velmi dobre preskumany, ale je zname, Ze primarnym
miestom jeho pdsobenia je apex korena. Z doterajSieho vyskumu vyplyva, Ze na pritomnost’ hlinika najcitlivejsie
reaguje tzv. transition zone* koreiovej Spicky a prvé fyziologické odpovede st pozorované uz po vel'mi kratkom
posobeni. Toxicita hlinika sa prejavuje spomalenim rastu korena ako dosledku inhibicie elongacie buniek, alebo
uplného zastavenia mitotickej aktivity meristematickych buniek.

Prace zaoberajiice sa dynamikou prijmu a akumulacie hlinika v kratkom casovom obdobi od jeho
aplikacie boli doteraz publikované iba v minimalnej miere. V&cSina autorov sa zaoberala pozorovanim
distribtcie hlinika v dlh§om ¢asovom intervale (24 h) a aj tieto informacie nie st jednotné. Preto sme sa v nasich
experimentoch zamerali prave na sledovanie prijmu a akumulacie hlinika v kratkom ¢asovom intervale.

Na detekciu hlinika sme pouzili dnes uz klasicki metodu farbenia pomocou morinu. Zvolena koncentracia
hlinika (50 [JM AICl;) indukovala miernu inhibiciu rastu korena. Vysledky ukazuju, Ze v prvych stadiach (do 1
h) je hlinik lokalizovany v apoplaste. Uz po 1,5 h pozorujeme signal aj v cytoplazme a po 3-4 h od posobenia je
hlinik lokalizovany vo vakuolarnom kompartmente bunky. Na ddokaz, Ze sa jedna skutocne o vakuolarny
kompartment, sme pouzili Specifické farbenie endomembranového systému pomocou FM 4-64 (selektivne
styrylové farbivo znaciace endomembrénové Struktiry). Pozorovania a nasledna kolokalizacia morinu a FM 4-64
dokazuje, ze Cast’ hliniku sa po 4 h sice eSte nachadza v bunkovych stenach, ale vacsina symplastického hlinika
je uz lokalizovana v provakuolach a vakuolach meristematickych buniek a buniek ,.transition zone“. V bunkach
elongacnej zony av diferencovanych bunkach nedochadza k vstupu hlinika do vnitra bunky, zostava
v apoplaste. VSetky experimenty prebiehali na zivych korefioch v redlnom ¢ase a boli vyhodnocované pomocou
konfokalneho mikroskopu.

Touto pomerne jednoduchou a nenaro¢nou metédou sme popisali dynamiku prijmu a lokalizacie hlinika,
ako délezitych faktorov v §tidiu skorych odpovedi rastliny na stres vyvolany tymto kovom. Skibenim Zivého
objektu, vhodnych vitdlnych farbiv a konfokalnej mikoroskopie sme ukazali fungujici systém poskytujuci
mnohé vyhody v porovnani s doteraz vyuzivanymi postupmi (fixovany material pre elektronovu a svetelnu
mikroskopiu) pri skiimani problematiky prijmu hlinika rastlinou.

Praca je podporovana grantovou agentirou VEGA, grant ¢. 2031 a grantom Eurdpskej Unie TIPNET (HPRN-CT-2002-
00265).
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Histochemické metody stanoveni patologickych zmén v listech rostlin v prubéhu
patogenese biotrofnich houbovych paraziti
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Viz Biologické listy, 2003, 68 (3): 212
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Nova metoda méreni propustnosti priduchové kutikuly izolované z listi
bre¢tanu (Hedera helix L.)
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Fax: +420 38 777 2371, e-mail: jsan@umbr.cas.cz

Rostlinnd kutikula vytvaii bariéru chrénici rostlinu pfed nadmérnou ztratou vody a patogeny. Pii
nedostatku vody, kdy jsou priduchy (stomata) uzavieny, je vyména vody mezi rostlinou a atmosférou
uskutectiovana vyhradné pies kutikulu. Transportni vlastnosti rostlinné kutikuly pro vodu a organické latky byly
studovany na listovych tercicich, izolovanych rostlinnych kutikulach nebo extrahovanych kutikularnich a
epikutikularnich voscich. Zejména izolované kutikuly se ukazaly byt velmi uzitecnym modelem pro studium
propustnosti. Nicméné, vSechny metody vyuzivajici izolované kutikuly jsou vyrazné omezeny — nelze jimi
zkoumat priduchové kutikuly, protoZze neni mozné rozliSit transport pevnou slozkou kutikuly od transportu
praduchovymi péry. OvSem stomatalni kutikuly maji velky fyziologicky vyznam. Proto jsme vyvinuli novou
metodu, umoznujici méfeni transpirace ptes praduchové kutikuly.

Metoda je zaloZena na skutecnosti, Ze rychlost difuse vodni pary plynem vyplnénymi stomatalnimi pory
se v ruznych plynech lisi, zatimco difuse pres pevnou kutikulu zistdva stejna, nezavisla na okolnim inertnim
plynu. Napi. pomér rychlosti difuse vody v heliu a dusiku je dan pouze pomérem difusivit vodni pary v obou
plynech, ktery je 3.6 pro He/N. Naproti tomu transport vody pies pevnou fazi kutikuly zlstava stejny v dusiku i
v heliu. V experimentech jsme pouzili kutikuldrni membrany (KM) ze svrchni (adaxidlni) a spodni (abaxidlni)
strany listu bfectanu (Hedera helix L.), izolované metodou popsanou Schonherrem a Riedererem (1986),
ususené a uskladnéné pii pokojové teploté. Membrany polymerové matrix (MX) byly ziskdny z KM extrakci
voskt v chloroformu. Nové vyvinuté transportni komurky umoznily méfeni rychlosti difuse triciované vody
(*H,0) z donorové komiirky pies studovanou porézni membranu a prostor vyplnény danym plynem k akceptoru,
kterym byl tercik filtraéniho papiru (o priméru 10 mm) navlhéeny deionizovanou vodou. Mnozstvi radioaktivity
(molekul *H,0) proslé do akceptoru bylo stanoveno na scintiladnim poéitadi. Kazda KM i MX byla méfena
v obou plynech. Jako kontrolu jsme pouzili prazdnou komurku a komtrku zakrytou parafilmem. Propustnost
kutikuly pro vodu jsme vypocetli z rychlosti toku vody, zjisténé ze sklonu ptimkové zavislosti radioaktivity
akceptoru na Case.

Vodni tok pfes stomatalni kutikulu byl asi 25-krat vyssi nez tok pfes astomatalni kutikulu. Ale pouze 35%
nartistu maji na svédomi stomatalni péry. Difusni vodivost pevné faze stomatalni kutikuly byla asi 11-krat vyssi
nez vodivost nestomatalni kutikuly. To znamend, Ze pevna kutikula stomatalni (abaxialni, spodni) strany listu
byla 11-krat propustné&jsi pro vodu nez pevna kutikula astomatalni (adaxialni, svrchni) strany listu. Tok pfes obg,
jak stomatalni tak astomatalni, kutikuly vzrostl po extrakci voskt. Vzhledem k tomu, ze rozdil v celkovych
tocich ptes KM a MX v dusiku byl jiny nez v heliu, muselo béhem extrakce voski dojit ke vytvoreni dalSich
plynem vyplnénych port kterymi mohla difundovat vodni para. Domnivame se, ze kutikularni membrana
obsahuje pory vyplnéné voskem, které se béhem extrakce vosku uvolni. NaSe zjisténi, pokud se potvrdi, by
mohly mit vyznam pro reakci priiduchii rostlin na vlhkost vzduchu.

J. Santracek, E. Siméanova, J. Karbulkova, M. Simkova, L. Schreiber - J. of Exp. Botany (v piipravé)
J. Schonherr, M. Riederer: 1986 — Plant, Cell and Environment 9: 459-466

Project byl financovan z grant®i Akademie véd Ceské republiky (A6051002), Ministerstva §kolstvi Ceské republiky (ME 368,

MSM 123100004, LNOOA141), a z granti instituci Bundesministerium fiir Bildung und Forschung (TSR-001-99), Deutsche
Forschungsgemeinschaft (DFG) a Fonds der Chemischen Industrie (FCI)
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P1 Abstrakty plakatovych sdéleni

MoZnosti exprese cizich genti pomoci vektorii zaloZenych na rostlinnych virech

NOEMI CEROVSKA, TAMARA PECENKOVA, HELENA SYNKOVA, TOMAS MORAVEC, JIRI VELEMINSKY

UEB AV CR, Na Karlovce 1, 16000 Praha 6, CR
Tel:233320338, e-mail: cerovska@ueb.cas.cz

Uziti rostlin jako expresnich systému pro pfipravu rekombinantnich proteini je ve vétSiné pripadd
zalozeno na integraci transgenu do rostlinného geonomu. Bohuzel, tento postup vede velmi Casto k rozdilné
expresi transgenu v riznych rostlinnych liniich, které jsou odvozeny od stejného konstruktu (Hobbs et al., 1990).
Alternativni pfistup je zaloZen na transientnich expresnich systémech, které se pro svou rychlost, flexibilitu a
moznosti uziti v plné diferencovanych rostlinnych pletivech, stale vice vyuzivaji (Fisher et al, 1999).
Transientni systémy pouzivajici rostlinné virové vektory umoznuji expresi cizich geni v infikovanych pletivech
v koncentracich, které jsou v normalnim pfipadé vys$si nez u transformovanych rostlin (Yusibov et al., 1999).

Pro tucely exprese cizich genii bylo pfipraveno nékolik vektorti, kde se vyuzila cDNA tuplné délky
odvozena z RNA rostlinného viru, vektor dale obsahuje mnohocetné klonovaci misto pfipojené vétsinou ke genu
pro obalovy protein viru. Virovd cDNA je pfipojena k silnym promotoriim (T7 nebo CaMV 35S) a k ,,nos ter*
oblasti, transkripénimu terminatoru z genu pro nopalin synthasu z Agrobacterium tumefaciens (Angell and
Baulcombe, 1997).

V nasem projektu se zaméfujeme na expresi heterolognich proteint v rostlinné hostitelské butice pomoci
virového expresniho vektoru zaloZzeného na X viru bramboru (PVX), oznaceném pGR106. V prvni fazi se
snazime optimalizovat podminky exprese vedouci ke zvyseni vytézku heterologniho proteinu. Jako modelovy
protein jsme vybrali obalovy protein A viru bramboru (PVA-CP), protoZze mame polyklonalni i monoklonalni
protilatky umoznujici detekci tohoto proteinu. Déle se analyzovala pfitomnost PVA-CP RNA v infikovanych
rostlinach a tvorba samopolymernich viru podobnych ¢astic PVA v rostlinnych pletivech.

Byly navrzeny primery pro klonovani PVA-CP do plazmidu vhodného pro expresi v E.coli a pro
reklonovani do PVX vektoru. Dale jsme optimalizovali metodu infekce rostlinného materialu (vybér hostitelské
rostliny, riizné zpisoby inokulace v pfitomnosti i bez Agrobacteria), podminky pro propagaci materidlu
(intervaly pasazovani), metody skriningu rostlinného materialu pomoci ELISA, Westernblotu a RT PCR testti.

Nas prispévek shrnuje prvni vysledky ziskané v nasi laboratofi tykajici se rostlinnych virovych expresnich
vektori. K dal§imu zvySeni hladiny exprese cizich genti hodlame analyzovat vliv nékterych nestrukturalnich
proteinti Potyviri a synergistické infekce rostlinného vektoru a dalsich virii na expresi.

Doufame, Ze vzhledem k jednoduchosti a rychlosti tohoto postupu exprese heterolognich proteint
v rostlinach, se tento postup po vypracovani optimalnich podminek bude vyuzivat jak v primyslovém méftitku,
tak poslouzi pro vyzkum a biochemickou charakterizaci Sirokého spektra proteind.

Tato préce byla podporovana grantem &. 310/00/0381 GACR.

Angell SM., Baulcombe DC. :1997- EMBO J 16 (12):3675-84

Fischer R., Vaquero-Martin C., Sack M., Drossard J., Emans N., Commandeur U.: 1999- Biotechnol. Appl. Biochem 30: 113-
116

Hobbs SL., Kpodar P., DeLong CM.: 1990- Plant Mol Biol 15(6):851-64

Yusibov V., Shiprasad S., Turpen TH., Dawson W., Koprowski H.: 1999- Curr.Topics Microbiol.Immunol. 240: 81-94.
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Extrakce, ¢iSténi a stanoveni auxinu a Kkyseliny abscisové pomoci dvou-
dimenzionalni vysokoucinné kapalinové chromatografie

PETRE IVANOV DOBREV A MIROSLAV KAMINEK

UEB AV CR, Rozvojové 135, 16502, Praha 6
Tel: +420 2 20390444; Fax: +420 2 20390446; e-mail: dobrev(@ueb.cas.cz

Rostlinné hormony maji velmi dileZitou tlohu pfi fizeni a koordinaci riistu a vyvoje rostlin. V nepatrnych

koncentracich iniciuji ¢i stimuluji zakladni vyvojové procesy jako d€leni a zvétSovani bunék, diferenciace
organti, dormance a kli¢eni semen apod. Izolace a stanoveni riznych fytohormont jsou potfebné pfi studiu jejich
metabolismu, mechanizmt pisobeni i fyziologickych funkci.
V nasi ptedchozi praci jsme vyvinuli jednoduchou a Gc¢innou metodu extrakce a cisténi rostlinnych hormont
typu auxinu (kyselina indolyl-3-octovd, IAA), cytokininii a kyseliny abscisové (ABA) (P. I. Dobrev and M.
Kaminek [2002] J. Chromatogr. A 950:21-29). Tato metoda umoznila ptipravu velmi ¢isté frakce cytokinint, ale
frakce obsahujici koelujici smés IAA a ABA obsahovala znacné mnozstvi fluoreskujicich a UV svétlo
absorbujicich necistot, které znemoziovaly jejich spravnou kvantifikaci pomoci fluorescenéni fotometrie (IAA)
¢i hmotnostni spektrometrie (IAA a ABA). K piekondni této ptekazky jsme vypracovali novou metodu
zalozenou na dvourozmérné vysokoucinné chromatografii (2D-HPLC), ktera umoznuje ptipravu velmi Cistych
preparatli IAA a ABA a tak zvysit spolehlivost a pfesnost jejich kvantifikace.

Uspotadani 2D-HPLC obsahuje dvé gradientové HPLC pumpy, dvé kolony s odlisnou naplni a detektory
fluorescence a diodového pole. V obou dimenzich Ize pouzit stejny priitok (0.6 ml min™") a stejnou mobilni fazi
(A: 40mM kyselina mravenci, pH je upraveno hydroxydem amonnym na hodnotu 3 a B: acetonitril/metanol, 1/1,
v/v). Eluat z druhé kolony byl monitorovan v tandemu napojenymi detektory diodového pole (detekce IAA a
ABA) a fluorescence (IAA).

V prvni dimenzi byl vzorek aplikovan na prvni kolonu obsahujici silikagelovou napln s kovalentné
navdzanymi kyanopropylovymi skupinami (ACE-CN, 150x4,6mm, 3um, A.C.T.). K eluci byl pouzit linearni
gradient 10%B — 40%B béhem 15 min. IAA a ABA byly eluovany velmi blizko, cozZ umoznilo jejich jimani do
jedné 1 ml smycky a po prepnuti ventilu prevést velmi Gizky usek chromatogramu obsahujici oba hormony do
druhé dimenze. Ta obsahovala druhou kolonu se silikagelem snavazanymi Cg skupinami (Luna C18(2),
150x4,6mm, 3pm, Phenomenex) k jiz eluci byl pouzit linearni gradient 45%B — 100%B v prubéhu 10 min. Za
téchto podminek byly oba hormony velmi dobfe odd€leny a dostateéné vzdaleny od ¢ela chromatogramu s
faktory kapacity > 2 a rozliSeni (R;) = 4. Toto uspofadani umoznilo nastiik vzorkl v intervalech kratsich nez 30
min.

Uvedena 2D-HPLC umoznila ziskat velmi ¢isté preparaty IAA a ABA v odd¢lenych frakcich a pfimou ,,on
line* kvantifikaci IAA. Pro kvantifikaci vycisténé ABA Ize pouzit HPLC/MS, GC/MS ¢i nékterou z
imunologickych metod. 2D-HPLC jsme Uspé$né pouzili pro stanoveni IAA v obilkadch pSenice sklizenych
v riznou dobu po opyleni. Jeji hodnoty odpovidaji vysledkim ziskanym pomoci dfive pouzivané pracovné
narocné metody ¢isténi pomoci sloupcové kapalinové chromatografie na DEAE Sephadexu a Si-Cg sorbentu a
vyznacuji se mensim rozptylem hodnot paralelnich stanoveni.

Podekovani: Tato prace byla umoznéna diky finanéni podpofe poskytnute GA CR (granty &. 522/02/D058 a 522/02/0530) a
MSMT (grant &. LNOOAO081).
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Standardni molekularni techniky pro analyzu transgennich rostlin: Izolace DNA
a PCR reakce

EvA HALAMKOVA

Ustav experimentalni botaniky AV CR, Sokolovska 6, 772 00 Olomouc, CR
Tel:585228521, e-mail:halamkova@ueb.cas.cz

Extrakce DNA je klicovym krokem pii jakékoliv analyze rostlinného genomu na molekuldrni Grovni.
Volba metody izolace zavisi na zaméru s jakym je DNA izolovana, pfedev§im na pozadovaném mnozstvi a
Cistot¢ DNA. Pro stanoveni pfitomnosti transgenu pomoci PCR byla zvolena izolace DNA pomoci Plant
DNAZzolu. Metoda izolace pomoci DNAzolu je zaloZzena na vyuziti guanidin-detergent lyzujicim roztoku, ktery
hydrolyzuje RNA a umoznuje selektivni piesrazeni DNA z lyzatu.

Ziejmé nejvyuzivanéj§i metodou soucasné molekularni biologie je PCR (Polymerase Chain Reaction).
PCR je cyklovana reakce o tfech teplotnich fazich, pfi které termostabilni DNA polymeraza namnozi tsek
mezi dvéma specifickymi oligonukleotidy (primery). V pribéhu kazdého cyklu dochazi postupné k denaturaci
(rozvolnéni dvousroubovicové molekuly DNA), nasedani (anealaci) primerd a prodluzovani (extenzi) fetézce.
Po 30 cyklech je tisek mezi primery namnozen 230. Vizualizace PCR produktu - pouziva se tzv. elektroforézy,
kdy elektricky proud prochazejici gelovym nosi¢em strhava nukleové kyseliny. K separaci PCR produkti
dochazi diky rozdilné pohyblivosti molekul v zavislosti na jejich molekulové hmotnosti (u DNA v zavislosti na
poctu paru bazi) - krat§i molekuly s niz$i molekulovou hmotnosti jsou pohyblivéjsi nez delsi. Vysledky lze
fotografovat a archivovat.

Pro studium exprese a stability transgentl jsou vyuzivany vySe uvedené standardni molekularni techniky.

Pracovni postup:
1zolace DNA pomoci DNA zolu
Roztoky k izolaci: Plant DNAzol Reagent, ethanol, TE pufr (pH=8) nebo 8mM NaOH a chloroform.

Extrakce DNA:

1. 100 mg rostlinného materialu nastifhdme na kousky a rozetfeme na prasek v dobie vychlazené
eppendorfce v tekutém dusiku.

2. Pridame 300 pl Plant DNAzol Reagent, pfevratime eppendorfku nékolikrat a inkubujeme 5 min pfi

pokojové teploté (25°C).

3. Ptidame 300 pl chloroform: isoamylalkohol (24:1), dikladné promichame.

4. Centrifugujeme pii 12 000 ot/min po dobu 10 minut.

5. Odebrereme supernatant (vrchni faze nad fazi chloroformovou) do nové eppendorfky.

Presrazeni DNA:

6. Pridame 225 pl 96 % ethanolu, pievratime eppendorfku 6-8krat a inkubujeme 5 min pfi pokojové
teploté (25°C).

7. Centrifugujeme 8 000 ot/min, 4 minut

8. Odpipetujeme supernatant.

Promyti DNA:

9. Pripravime si DNAzol-ethanol mix — 1 dil Plant DNAzolu s 0.75 dily 96 % ethanolu.

10. Pfidame 300 pl Plant DNAzol-ethanol mixu k vysrazené DNA, zvortexujeme a inkubujeme 5 min.

11. Centrifugujeme 8 000 ot/min, 4 minut.

12. Odpipetujeme DNAzol-ethanol mix.

13. Pridame 300 pl 96 % ethanolu a promichame

14. Centrifugujeme 8 000 ot/min, 4 minut

15. Odpipetujeme ethanol a DNA pelet rozpustime v 70 pul TE pufru. Jestlize jde pelet hiie
centrifugujeme pii 12 000 ot/min po dobu 4 minut a pelet rozpustime v 8mM NaOH misto TE pufru.

Lze ziskat koncentrace DNA 0.1 —0.3 pg/pl.

PCR reakce:

Ptipravi se reakéni mix (1 reakce = 25pul), ktery obsahuje sterilni vodu (9-13ul), 10 x pufr (2.5ul), smés
oligonukleotidtt dNTPs (0.5ul; koncentrace kazdého 0.2mM), forward primeru 1.25ul a reverse primeru 1.25pul
(vysledna koncentrace kazdého primeru 0.5uM), 2-8ul templatové DNA. Do kazdé reakce se piidd nakonec
0.5ul Tag-polymeraza (vysledna koncentrace 1U).
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Komponenty PCR:

Sterilni voda

Reakéni pufr (10 x PCR buffer, dodava se s Taqg DNA polymerazou)
Smés nukleotida dNTPs (dATP + dCTP + dGTP + dTTP)

Primery I a Il (FORWARD a REVERSE)

Taq DNA polymeraza (termostabilni)

Templatova DNA

R/
0.0

R/
0.0

®
0.0

X3

8

X3

8

X3

S

Reakcni pufi:
Jsou dva druhy: 10 x PCR buffer s 1.5mM MgCl,
10 x Mg*" free buffer bez hoi¢iku + 50mM MgCl,-solution

10 x PCR buffer s 1.5mM MgCl, se do 25ul reakéniho mixu dava 2.5ul

Konecna koncentrace MgCl, | 1.0 1.25 L.5 1.75 2.0 2.5 3.0 4.0

v 25ul reakéniho mixu, mM

Objem 50mM MgCl,, pl 0.5 0.625 0.75 0.875 1.0 1.25 1.5 2.0
10 x Mg free buffer 1.0 1.875 1.75 1.625 1.5 1.25 1.0 0.5

Smés nukleotidit ANTPs:

50 x ANTP Master Mix 12.5 mM do 25ul reakéniho mixu se dava 0.4ul

Nukleotidy jednotlivé 100 mM dATP; 100 mM dCTP; 100 mM dGTP; 100 mM dTTP

Z nich se ptipravi smés 10mM dNTPs mix:

360 pl sterilni vody + 10ul 100 mM dATP +10ul 100 mM dCTP +10ul 100 mM dGTP +10ul 100 mM dTTP.
Uchovat pii —20°C.Do 25ul reakéniho mixu se dava 0.5pul

Primery I a Il (FORWARD a REVERSE)
Koncentrace zasobniho primeru je 100 pM.
Pted pouzitim do reakce zfedit 1:10 na 10uM (Ptiklad 1ul 100 uM primeru + 9 pl sterilni vody).

Kone¢na koncentrace primeru I v 25ul 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 1.0
reak¢niho mixu, pM
Objem 10uM primeru, pl 0.25 0.5 0.75 1.0 1.25 2.5
Koneéna koncentrace primeru Il v 25ul | 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 1.0
reak¢niho mixu, uM
Objem 10uM primeru, pl 0.25 0.5 0.75 1.0 1.25 2.5

Taq DNA polymeraza (termostabilni)
0.5ul (1U) na vzorek Taq DNA polymerazy koncentrace 2U/ul

Templatova DNA:
Podle koncentrace DNA od 1 —20ul. Obvykle davame 4 pl.

Tipy a triky:

X Izolovana DNA miiZe obsahovat RNA. Mutizeme ptidat RNazu do Plant DNAzolu (100pug RNéazy/ml
Plant DNAzolu).

<> Reakéni smés piipravujeme a pracujeme s ni vzdy v chlazenych zkumavkach (chladici stojanek, ledova
tiist’). S Taq polymerazou manipulujeme jen po nezbytnou dobu, vzdy ji chladime a ihned ukladame do

mraziciho boxu (-20°C).

Price byla podporovana grantem grantové agentury CR &islo projektu 521/00/P050.
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Identifikace chromozomu bananovniku metodou BAC FISH

OLENA ALKHIMOVA, JAN SAFAR, MARIE DOLEZELOVA, EVA HRIBOVA, JAROSLAV DOLEZEL
Laboratot molekularni cytogenetiky a cytometrie, Ustav experimentalni botaniky AV CR, Sokolovska 6, 77200 Olomouc

Tel.: 585 228 521, e-mail: dolezel@ueb.cas.cz

Chromozomy bananovniku (Musa acuminata, 2n = 2x = 22) jsou velmi malé (1 — 3 um) a neni mozné je
odlisit na zakladé velikosti ¢i poméru délky ramen. V diivéjsi praci jsme izolovali a charakterizovali fadu
repetitivnich sekvenci DNA, vcetné klonl nesoucich ¢asti genti pro 5S a 45S ribozomalni RNA (Valarik et al.
2002). Fluorescencni in situ hybridizace (FISH) se zna¢enou DNA téchto klond umoznila identifikaci jednoho
paru chromozému nesouciho 45S rDNA a Etyt parti chromozomt nesoucich 5S rDNA. Ostatni sekvence byly
bud’ rozptylené v genomu nebo se vyskytovaly v oblasti centromér a neumoziovaly identifikaci dalSich
chromozomu. Cilem této prace bylo ovéfit moznosti vyuziti DNA klond vybranych z BAC (,,bacterial artificial
chromosome*) knihovny bandnovniku k identifikaci chromozémi. Na zdkladé hybridizace se znacenou
genomickou DNA byly z knihovny vybrany BAC klony s malym obsahem repetitivni DNA a jejich znacené
inzerty byly pouzity pro FISH. I pfes pivodni selekci se klony liSily obsahem repetitivni DNA. FISH s prvni
skupinou klonti ddvala shluky signalti na vice mistech genomu, coz naznacovalo piitomnost tandemove se
opakujicich sekvenci. Hybridiza¢ni signaly druhé skupiny BAC klont pokryvaly celé chromozoémy s piednostni
lokalizaci v oblasti centromér. FISH s tieti skupinou BAC klona vedla ke zna¢eni chromozomu po celé délce
s vyjimkou oblasti centromér a oblasti organizatoru jadérka. Zjistili jsme, Ze u prvnich dvou skupin BAC klont
je mozné hybridizaci repetitivnich sekvenci blokovat pomoci Cyt-1 frakce izolované z genomické DNA M.
acuminata. To umoznilo lokalizovat BAC klony na konkrétni chromozomy. V soucasné dobé je mozné pomoci
FISH s vybranymi BAC klony a rDNA identifikovat Sest z jedenacti chromozémt M. acuminata. Ziskané
vysledky ukazuji, ze BAC FISH je metoda vhodna pro identifikaci chromozémt bananovniku. Chromozémoveé
specifické sondy umozni studium strukturnich zmén chromozémi v prubéhu evoluce a speciace rodu Musa.

Valarik M., Simkova H., Hiibova E., Safat J., Dolezelova M., DoleZel J.: 2002 - Chrom. Res. 10: 89-100.

Podporovéno granty AV CR reg. & A6038204 a Mezinarodni agentury pro atomovou energii reg. ¢. 12230/RBF.
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P5
Strukturni vlastnosti DNA studované pomoci cirkularniho dichroismu

Iva KEJNOVSKA

Biofyzikalni tstav AV CR, Kralovopolska 135, 612 65 Brno
Tel.: 541 517 123, e-mail: kejnovska@ibp

Viz Biologické listy, 2003, 68 (3): 189

P6
Nové metody fyzikalniho mapovani genomii rostlin

EDUARD KEJNOVSKY

Laboratof vyvojové genetiky rostlin, Biofyzikélni Gistav AV CR, Kralovopolska 135, 612 65 Brno
Tel.: 541 517 194, e-mail: kejnovsk@ibp

Viz Biologické listy, 2003, 68 (3): 192
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Sestavovani komplexu fotosystému II v sinici Synechocystis PCC 6803 s
chybéjicimi strukturnimi podjednotkami

JOSEF KOMENDA %, VERONIKA REISINGER®, LUTZ A: EICHACKER®

' MBU AVCR, Opatovicky mlyn 37981 Treboii, CR; * 2Ustav fyzikalni biologie, Jihoeské univerzita, Zamek 136, 37333
Nové Hrady, CR; * Botanisches Institut der Ludwig-Maximilians Universitit Miinchen, Menzinger Str. 67, 80368 Miinchen,
Némecko, tel.: 384721101, e-mail: komenda@alga.cz

Studovali jsme biogenezi komplexu fotosystému II (PSII) v sérii mutantti sinice Synechocystis PCC 6803.
Po odstranéni genti psbA, psbB, psbC, psbD a psbEFLIJ kodujici proteiny D1, CP47, CP43, D2 a podjednotky o i
B cytochromu b-559 jsme sledovali sestavovani komplexti PSIT pomoci radioaktivniho znageni **S methioninem
a immunodetekci po dvojrozmérné separaci komplextt metodou BN-/SDS-PAGE. V thylakoidnich membranach
divokého kmene jsme detekovali monomerni a dimerni komplexy jadra PSII i mensi subkomplexy. Naproti tomu
v mutantnich kmenech jsme nalezli pouze specifické mensi subkomplexy, ale nikoliv monomer a dimer jadra.
V kmeni ApsbC bez CP43 jsme zjistili komplex obsahujici veskeré podjednotky kromé CP43, coz ukéazalo ze
tento chlorofyl-protein se pfipojuje k ostatnim jako posledni. V kmeni ApsbB s chybé&jicim CP47 znacené
proteiny D1 a D2 vytvaiely dva komplexy reakéniho centra (RCII), zatimco CP43 ztstavalo volné. Tento
vysledek ukazal, ze pfipojeni CP47 k RCII pfedchazi vazbé CP43 do komplexu. V nepfitomnosti D1 se CP43,
CP47, D2 i cytochrom b-559 akumulovaly v membrang, ale nevytvarely zadné vysokomolekularni komplexy. To
znamena, ze pro vazbu CP47 i CP43 je nezbytna existence komplexu RCII obsahujiciho D1, D2 a cytochrom b-
559. V mutantu bez proteini D2 a CP43 jsme zjistili syntézu D1 i CP47, ale pouze CP47 a cytochrom b-559 se
akumulovaly do imunodetekovatelné trovné. Tento vysledek ukazal, ze bilkoviny D1 a D2 jsou syntetizovany
nezavisle, ale pro akumulaci D1 je nezbytna ptitomnost D2. Kone¢né, pokud chybély podjednotky cytochromu
b-559, CP43 i CP47 se akumulovaly, D1 byl pouze syntetizovan, ale neakumuloval se, a protein D2 nebyl viibec
syntetizovan. Ziskana data naznacila, Ze pfitomnost cytochromu b-559 v membrané¢ a na ném zavisla akumulace
D2 jsou nezbytné pocatecni kroky pfi sestavovani komplexu PSII.

Podporovano granty LNOOA141, MSM 12300001 a AV0Z5020903
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Studium alternativnich rostlinnych telomer

ZUZANA KUNICKA

Laboratof analyzy biologicky vyznamnych molekulovych komplexti, Masarykova Univerzita v Brn¢, Kralovopolska 135,
612 65 Brno
Tel.: 541 517 151, e-mail: kunicka@ibp.cz

Viz Biologické listy, 2003, 68 (3): 203
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Tridéni ramen chromozomii pSenice tvrdky pomoci priitokové cytometrie

MARIE KUBALAKOVA, JAN BARTOS, PAVLINA KOVAROVA, JARMILA CIHALIKOVA, JAROSLAV DOLEZEL
Laboratot molekularni cytogenetiky a cytometrie, Ustav experimentalni botaniky AV CR, Sokolovska 6, 77200 Olomouc

Tel.: 585 228 521, e-mail: dolezel@ueb.cas.cz

Analyza jaderného genomu psenice tvrdky (Triticum durum, 2n = 4x = 48) je obtizna kvili jeho velikosti
(1C=~ 12000 Mbp) a tetraploidii. Mapovani a klonovani genti by mohlo byt podstatné¢ zjednoduSeno
rozdélenim genomu na definované Casti, napt. chromozoémy ¢i jejich ramena. Cilem této prace bylo vyvinout
metodu piipravy suspenze mitotickych chromozémi a ovéfit moznosti jejich tfidéni pomoci pritokové
cytometrie. Suspenze intaktnich chromozému byla pfipravena homogenizaci synchronizovanych bunék
kofenovych meristéma fixovanych ve formaldehydu. Izolované chromozomy byly barveny fluorescen¢nim
barvivem DAPI a intenzita fluorescence byla analyzovana pritokovou cytometrii. Na histogramu relativni
intenzity fluorescence (,,flow karyotypu®) byly rozliSeny dva piky. Mensi pik byl tvofen chromozomy 1A, 4A a
6A, zbyvajicich jedenact chromozoému bylo zahrnuto v hlavnim piku. ZjiSténi, ze neni mozné tfidit ani jeden ze
14 typt chromozoémt, stimulovalo analyzu ditelosomickych linii, které obsahuji vzdy jeden chromozém ve
formé dvou telozémi (oddelené kratké a dlouhé rameno). Protoze jsou telozomy kratsi nez ostatni chromozdémy,
bylo je mozné diskriminovat a tfidit. Chromozomy tfidéné na mikroskopické sklicko byly identifikovany pomoci
fluorescencni in situ hybridizace (FISH) se sondami pro mikrosatelit GAA a pro repetitivni sekvence pSc119
a Afa. Genomicka distribuce téchto sekvenci byla u psenice tvrdky stanovena poprvé a podobala se distribuci
v A a B genomech pSenice obecné. Ttidéné telozomy (ramena chromozomu) byly pouzity k fyzickému
mapovani molekularnich markert na subchromozomalni Grovni pomoci PCR se specifickymi primery. Vysledky
ziskané v této praci umozni urychlit fyzické mapovani genomu pomoci FISH a PCR a konstrukci knihoven DNA
specifickych pro jednotliva ramena chromozému pSenice tvrdky.

Podporovéno granty MSMT reg. ¢. ME527 a ME528.
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P10 Abstrakty plakatovych sdéleni

Efektivni pristup k hodnoceni DNA markéri

LADISLAV KUCERA', KATERINA POLAKOVA', LEONA LEISOVA', JAROSLAVA OVESNA'

' VURV, Drnovska 507, 161 06 Praha 6 - Ruzyng, CR
Tel.: 233022247, e-mail: kuceral@vurv.cz

Jedine¢né vlastnosti DNA markeri jsou diivodem jejich rychlému rozsiteni a jejich pouziti zavisi na i¢elu
a cilech studii. Kromé ptipadu identifikace ptfitomnosti urcitych genii (piipadné urcitych alel), nebo piitomnosti
markert specifickych pro nékterého z rodic¢l u studovanych subjektt, je Casté jejich vyuZziti pro stanoveni miry
genetického polymorfismu a pii studiu genetické diversity populaci nebo souborit genovych zdroju. Dulezitym
krokem pfi vybéru vhodnych molekularnich markerd je stanoveni jejich schopnosti postihnout miru genetické
rozmanitosti v analyzovaném souboru. Interpretaéni moznosti jsou vyrazné ovlivnény pouzitim rtiznych postupt
stanoveni genetické proménlivosti. Vyznamnym faktorem pro vybér vhodného markeru, je i jeho spolehlivost,
ktera souvisi se vzorkovaci chybou odvislou od studovaného genomu a pouzité markerovaci techniky.

Na vybranych piikladech (pSenice, jeCmen) je dokumentovan postup vybéru vhodnych parovych
koeficientl pro binarni data odvozena z AFLP a SSR analyz a postup optimalizace vybéru markert (Kucera et
al. 2003).

Kucera Ladislav, Polakova Katefina, LeiSova Leona, Ovesna Jaroslava: Assessing the utility of SSR and AFLP markers for
measures of genetic proximity in barley and wheat collections. In: Integrated quantitative and molecular genetics in plant
breeding. Book of Abstr. 12" meeting of the EUCARPIA section of biometrics in plant breeding. September, 3-5, 2003, A
Coruna, 40
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P11 Abstrakty plakatovych sdéleni

Studium interakci nukleovych Kyselin s proteiny pomoci piezoelektrického
biosensoru

KATERINA KUCHARIKOVA, HANA PIVONKOVA, MIROSLAV FOJITA

Laboratof biofyzikélni chemie a molekularni onkologie, Biofyzikalni ustav AV CR, Kralovopolska
135, 612 65 Brno, (tel.: 541 517 197, e-mail: katka@ibp.cz)

Viz Biologické listy, 2003, 68 (3): 200
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P12 Abstrakty plakatovych sdéleni

Detekce houbovych patogenii v pletivech hostitelskych rostlin pomoci PCR

LEONA LEISOVA', VERA MINARIKOVA?, JAROSLAVA OVESNA'
'"VURV, Drnovska 507, 161 00 Praha 6 — Ruzyng, CR
2ZVU, Havlitkova 2787, 767 01 Kromé&#iz, CR

Tel.: +420 233 022 425; e-mail: leiSova@vurv.cz

Houbové patogeny patii mezi nejrozsitenéjsi rostlinné patogeny vibec. Zpiisobuji znacné ekonomické
ztraty a proto se jejich studiu vénuje stale vétsi pozornost. Zakladem pro studium ptisobeni patogena v rostling je
jeho (1) detekce a (2) stanoveni obsahu v pletivech rostliny.

(1) K tomuto ucelu se vyuziva metody polymerazové tfetézové reakce, kde primer hraje roli specifického
markeru. Testuje se pak pritomnost ¢i nepfitomnost amplifikovaného produktu, jeho délkova ¢&i sekvenéni
variabilita.

(2) Pro kvantitativni stanoveni obsahu houbového patogena v pletivech hostitele se dnes vyuziva fady
metod. Taqg Man Real-Time PCR je metodou zaloZenou na polymerazové fetézové reakci, kde do reakce
vstupuje krome paru primert jesté tzv. Taq Man sonda — oligonukleotid hybridizujici do oblasti mezi primery. Je
zna¢en na 5'konci fluorescencni znackou a na 3'konci je kovalentné navazan zhéase¢ fluorescence. 5°3°
exonukledzova aktivita Taq polymerdzy v elongacnich fazich PCR zplsobuje degradaci sondy a to vede ke
vzrustu fluorescence, kterd je v kazdém cyklu PCR reakce detekovana.

Oba piistupy, jak jednoducha detekce patogena, tak jeho kvantitativni stanoveni se neobejdou bez pouziti
specifického markeru. Pro studium geonomu hub se molekularni markery nejcastéji odvozuji z RAPD nebo
z analyzy ITS oblasti. Tam, kde Zadna z téchto metod neposkytuje vhodné vysledky, je tieba zvolit jiné postupy,

e
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graminea a P. teres, které zplUsobuji hnédé skvrnitosti na listech jeCmene (Hordeum vulgare). P. teres se
vyskytuje ve dvou formach: P. teres f.sp. teres a P. teres f.sp. maculata, které se lisi charakterem symptomut na
listech (Smedegaard-Petersen, 1977).

Cilem této prace bylo pokusit se nalézt druhové specificky marker pro kvalitativni detekci a pro
kvantitativni stanoveni houby Pyrenophora teres v hostiteli metodou Taq Man Real-Time PCR.

Ani aplikace SCAR markerti (Doohan et al. 1999) ani analyza ITS oblasti (Stevens et al. 1998) neposkytly
uspokojivé vysledky pro ziskani specifického markeru. Vytvoreni knihovny restrikénich fragmentd je piilis
casové i finan¢n€ narocné a proto byla jako vychozi zvolena metoda AFLP (Vos el al. 1995). Zakladem metody
je aplikace restrikénich endonukledz EcoRI a Msel na genomovou DNA patogena a provedeni vybéru
restrikénich fragmentti tzv. selektivni amplifikaci. Analyzou vysledkli amplifikace metodou kapilarni
elektroforézy byly vytfidény fragmenty specifické vzdy pro jeden druh rodu Pyrenophora. Fragmenty
reprezentované nejvyraznéj$imi signaly byly zaklonovany do pPCR-Script Amp SK+ phagemidu (Stratagene) a
sekvencovany. Na zakladé ziskanych sekvenci byly navrzeny specifické primery a Taq Man sondy pro testy
pritomnosti patogena a pro jeho kvantitativni stanoveni v pletivech hostitelské rostliny pomoci PCR.

Navrzeny marker DTT471h detekuje pfitomnost P.teres f.sp. teres, amplifikacni produkt ma délku 91bp.
P. teres f.sp. maculata je detekovana pomoci navrzeného markeru DTM494d, amplifikacni produkt o délce
160bp. Ob¢ formy P. teres jsou detekovany markerem DT376b (amplifika¢ni produkt o délce 91bp). Tento
marker spolu s odpovidajici Taq Man sondou DT376bS se ukazal jako vhodny pro stanoveni obsahu P. feres
v listovych pletivech hostitele metodou Real Time PCR.

Metoda AFLP se ukazala jako vhodna vychozi metoda k ziskani specifickych markerd, zejména u téch
druhti organismi, o jejichz genomu toho neni pfili§ mnoho zndmo. Nevyhodou je ¢asové narocné postupné
vyselektovavani zvoleného klonu ze smési klonti o rtiznych, ale velmi blizkych délkach. Naopak vyhodou je
snadnost ziskani predbéznych dat a moznost rychlého vybéru fragmentli DNA vhodnych k ziskani specifickych
markert.

Doohan F.M., Parry D.W., Jenkinson P., Nicholson P.: 1998 - Plant Pathol. 47: 197-205.

Ondfej M. : 2000 — Agro 9: 8-10.

Smedegaard-Petersen V.: 1977 - Phytopath. Z. 89: 193-202.

Stevens E.A., Blakemore E.J.A., Reeves J.C.: 1998 - Mol. Plant Pathol., on-line.

Vos P., Hogers R., Bleeker M., Reijans M., van de Lee T., Horners M., Frijters A., Pot J., Peleman J., Kuijper M., Zabeau
M.: 1995 - Nucleic Acids Research 23: 4407-4414.

Podporovéno projektem NAZV CR - QC1361.
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P13 Abstrakty plakatovych sdéleni

Vyuziti metody fluorescencni in situ hybridizace (FISH) ke studiu struktury a
evoluce rostlinnych genomi

MARTINA LENGEROVA

Laboratof vyvojové genetiky rostlin, Biofyzikélni Gistav AV CR, Kralovopolska 135, 612 65 Brno
Tel.: 541 517 203, e-mail: lengerova@ibp.cz

Silene latifolia Poiret (knotovka bild) je modelem ke studiu evoluce pohlavnich chromozému u rostlin.
Karyotyp samicich rostlin se sklada z 11 parti autozémi a dvou submetacentrickych chromozéomii X. Karyotyp
samcich rostlin je tvofen 11 pary autozémt, chromozémem X a Y. Jednim z néstroji studia struktury pohlavnich
chromozomi je fyzikalni lokalizace jedineénych sekvenci metodou fluorescencni in situ hybridizace (FISH).
Protoze je u rostlin obtizné touto metodou dostate¢né citlivé detekovat jedine¢né sekvence kratsi nez 10 kb,
pouzili jsme jako zdroj novych sond ¢asteénou knihovnu bakteridlnich umélych chromozéomu (BAC), ktera se
vyznacuje velmi dlouhymi inzerty. Vyselektovali jsme nékolik klonl, které hybridizuji pfednostné na
pohlavnich chromozémech nebo davaji signaly na jednom paru autozOmi. Na zékladé jiz drive
charakterizovanych sekvenci a nové ziskanych BACovych klonli jsme sestavili FISH-karyotyp zminéného
druhu, ve kterém lze na zakladé¢ pfitomnosti a intenzity fluorescencnich signald rozlisit vSechny pary autozoému.
Byla také zmapovana vzajemna poloha nékolika klont na pohlavnich chromozémech. Osvédcila se nam zejména
metoda vicebarevné FISH, pii které¢ jsme chromozdémy postupné hybridizovali az se ¢tyfmi riizné znaenymi
sondami.

Tyto poznatky jsou dilezité zejména ted’, kdy jsou na pohlavnich chromozémech S. latifolia mapovany
nové geny a na zakladé jejich polohy a potadi vyvozovany zavéry ohledné struktury a evoluce chromozoému
XaY.

Tato prace je finanéné podporovana Grantovou agenturou CR (grant 521/02/0427).
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P14 Abstrakty plakatovych sdéleni

Pouziti hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF pro identifikaci rostlinné
fosfolipasy D a studium jejich posttransla¢nich modifikaci

JAN LINEK', ZUZANA NOVOTNA'!, RADOVAN HYNEK', OLGA VALENTOVA', MARTIN POTOCKY', JAN MARTINEC?

"VSCHT PRAHA, Technické 5, 16610 Praha 6 - Dejvice, CR; 2 UEB AVCR, Rozvojova 135, 165 02, Praha 6, CR
Tel.: 224353017, e-mail: linekj@vscht.cz

Membranové fosfolipidy jsou jiz diky své poloze ptedurCovany ke zprostfedkovani pienosu signalu a
vskutku nékteré signalizacni kaskady jsou spoustény aktivaci enzymu Stépicich tyto fosfolipidy za vzniku
sekundarnich posli (DAG, PA, LPA, IP;). Jednim z té€chto enzymt je i fosfolipasa D (PLD) hydrolyzujici
fosfolipidy na kyselinu fosfatidovou (PA), ktera nésledné piimo i nepfimo ovliviiuje aktivity fady enzymu [1]. U
rostlin je mechanismus regulace tohoto enzymu na molekulové tirovni malo prozkouman.

Podafilo se nam poprvé u rostlin Brassica oleracea,var capitata pomoci hmotnostni spektrometrie
MALDI-TOF identifikovat formu PLD homologni s AfPLDy2 a analyzou tryptickych hydrolyzati nalézt 5
moznych fosforylatnich mist. Imunochemicky se podafilo identifikovat proteiny fosforylované na serinu,
threoninu a tyrosinu s elektroforetickou pohyblivosti shodnou s formou PIP, dependentni PLD a molekulovou
hmotnosti odpovidajici PLD. Dale byl pozorovan inhibi¢ni vliv fosfatasy na PIP, dependentni aktivitu PLD in
vitro a vysledky tedy ukazuji na vyznam fosforylace PLD pro regulaci aktivity tohoto enzymu [2].

[1] Munnik,T.: 2001 - Trends Plant Sci. 6, 227-233
[2] Novotna Z., Linek J., Hynek R., Martinec J., Potocky M., Valentova O.: 2003 — FEBS Letters 27728, 1-5 (v tisku)

Podporovéno grantem LNOOAOS1 - MSMT CR
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P15 Abstrakty plakatovych sdéleni

Cytogeneticka analyza mezidruhového hybrida Silene latifolia x viscosa

MICHAELA MARKOVA

Laboratof vyvojové genetiky rostlin, Biofyzikalni Gistav AV CR, Kralovopolska 135, Brno, 612 65
Tel.: 541 517 203, email: m.markova@email.cz

Mezidruhovy hybrid S. latifolia x viscosa byl ptipraven opylenim kvéti S. latifolia (ekotyp Brno) pylem
S. viscosa (ekotyp Rohatec). Infikovanim explantatli bakterii Agrobacterium rhizogenes jsem ziskala kultury
hairy-roots, které jsem vyuzila jako zdroj metafaznich chromozomti. Ze synchronizovanych bunék v kofenovych
$pi¢kach jsem izolovala protoplasty pomoci celulolytickych enzymu. Ptipravené protoplasty jsem fixovala ve
Farmerové¢ fixazi a kapala na skla. Preparaty jsem barvila Giemsovym barvivem a pouzivala pro fluorescenéni in
situ hybridizaci (FISH). In situ hybridizace s celkovou genomickou DNA obou druhti (GISH) prokazala, ze v
hybridovi jsou oba genomy pfitomny, béhem bunééného cyklu separovany a lze je jednoznacéné rozlisit.

Dalsim krokem analyzy bylo studium piipadné inaktivace jednoho z rodic¢ovskych genomu. Transkripéné
aktivni chromatin je spojen zejména s modifikacemi histonti. Provadéla jsem tedy imunofluorescenéni analyzu s
pouzitim polyklonalni protilatky proti acetylovanému lyzinu v pozici 5 histonu H4. Z mladych listd hybrida jsem
mechanicky izolovala interfazni jadra a suspenzi nanesla na skla metodou cytocentrifugace ve formaldehydové
fixazi. Preparaty jsem dale uchovavala v 50% glycerolu v lednic¢ce a pouzivala pro imunocytochemické reakce
se specifickou protilatkou. Skla jsem analyzovala pod fluorescenénim mikroskopem a zaznamenavala pozice
jader. Na stejnych preparatech jsem nasledné provadéla GISH a sledovala korelaci protilatkového signalu a
organizace obou genomu v interfaznich jadrech.

Vysledky naznacuji, Zze oba genomy jsou transkripéné aktivni a tedy ani jeden z nich neni v hybridovi
umlcovan. Soucasti dalsiho vyzkumu je analyza aktivity parentalnich alel v hybridnim genomu metodou RT-
PCR.

Tato préce je finanéné podporovana Grantovou agenturou CR (grant 522/02/1485)
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P16 Abstrakty plakatovych sdéleni

Identifikace odriid révy vinné pomoci molekularné-genetické metody RAPD

KATERINA MORAVCOVA, MIROSLAV BARANEK, MIROSLAV PIDRA

Zahradnicka fakulta MZLU, Valticka 433, Lednice 691 44
Tel: 519 367 313, fax: 519 367 202, e-mail: xmoravc2@node.mendelu.cz

Odridy révy vinné registrované v Ceské republice byly pfedmétem RAPD analyzy. DNA byla izolovana
z mladych listd pomoci komer¢niho kitu firmy Qiagen. Pro screening metody RAPD bylo pouzito sto dvacet
primert a devét odrid s predpokladem jejich genetické odlignosti. Sestnact primert produkujicich opakovatelné
a polymorfni bandy bylo pouzito pro RAPD amplifikaci u vsech odrid registrovanych v Ceské republice. Ze
ziskanych vysledktl byl vytvofen dendrogram piibuznosti odrid a byl sestaven kli¢ pro identifikaci odrid. Z
padesati jedné odridy se podafilo jednoznatné — pomoci pfitomnych bandi- identifikovat dvacet Sest. Devét
odriid bylo mozné urcit pouze pomoci pritomnych i neptfitomnych bandt. Nekteré velmi uzce pribuzné odrady
vytvorily malé skupinky, které bylo mozné identifikovat pouze jako celek a dvé odridy se nepodafilo
identifikovat viibec. VSechny odridy budou rovnéz testovany presnéjsi metodou SSR. Vysledky obou metod
budou srovnany a bude vytvofena metodika identifikace kazdé dané odridy. Cilem prace je vytvoreni katalogu
typickych RAPD a SSR produktii odriid registrovanych v Ceské republice.
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P17 Abstrakty plakatovych sdéleni

Studium NADP-malitdehydrogenasy (dekarboxylacni) v rostlinich tabaku
infikovanych viry bramboru

KAREL MULLER', VERONIKA DOUBNEROVA', HELENA RYSLAVA', NOEMI CEROVSKA?

! Katedra biochemie, Pfirodovédecka fakulta Univerzity Karlovy v Praze, Hlavova 2030, Praha 2, 128 40
2 Ustav experimentalni botaniky AVCR, Na Karlovce 1a, Praha 6, 160 00
Tel.: 221951282, e-mail: rysl@natur.cuni.cz

NADP-dependentni malatdehydrogenasa (dekarboxylaéni), NADP-ME (EC 1.1.1.40) katalyzuje pfeménu
malatu, popf. oxaloacetatu na pyruvat a CO, za soucasné tvorby NADPH. Dobie prozkouman je piedevsim u
rostlin s C4 typem metabolismu, kde poskytuje substrat pro ribulosabisfosfatkarboxylasu-oxidasu. Jeho funkce
v C; rostlindch neni pfesné znama, mize se podilet na udrzeni stdlého pH v buiice nebo slouzit k syntéze
redukénich ekvivalenti NADPH.

V této praci jsme sledovali vliv biotického stresu na aktivitu NADP-ME v listech tabaku (Nicotiana
tabacum L. cv. SR1). Bioticky stres byl zpisoben infekci viry bramboru Y (PVY) a to dvéma cleny této skupiny
-PVY ?2a PVY NN které se lisi v projevech. Infekce virem PVY N™ mé znatelngjsi priznaky a ¢asto dochézi
k uhynuti celé rostliny. Relativni obsah vird byl analyzovan metodou DAS-ELISA s pouZzitim polyklonalnich
nebo monoklonalnich protilatek.

Bylo zjisténo, ze aktivita NADP-ME stoupa v zavislosti na dob¢ infekce, zavisi i na typu pouzitého viru.
Maximalni narist byl v p¥ipadé PVY "™ infekce 500%.

V ¢asteéné purifikovaném preparatu NADP-ME byly studovany kinetické vlastnosti tohoto enzymu. Bylo
stanoveno pH optimum, Michaelisovy konstanty pro malat a NADP, enzym je inhibovan nadbytkem substratu
(malat), nukleotid NADP nemize byt nahrazen NAD. Byl nalezen rozdil v koncentracich nékterych
nizkomolekularnich metabolith (malat, glukosa, glukosa-6-fosfat, fruktosa-6-fosfat) v kontrolnich a
infikovanych listech tabaku. Je diskutovan vliv téchto metabolitii na aktivitu enzymu.

Ryslava H., Muller K., Semoradova S., Synkova H., Cetovska N.: 2003 — Photosynthetica 41, v tisku

Cetovska N.: 1998 — Plant. Pathol. 47: 505-509 )
Podporovéano granty GACR 206/01/1061, GAUK 134/2001/B-BIO/PrF a MSMT 1131 00001
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P18 Abstrakty plakatovych sdéleni

Sledovani interakci DNA s proteiny pomoci elektroforézy v agarosovych gelech
s naslednym western prenosem a imunodetekci

HANA PIVONKOVA, KATERINA NEMCOVA, MIROSLAV FOJTA

Laboratof biofyzikalni chemie a molekularni onkologie, Biofyzikalni ustav AV CR, Kralovopolska 135, 612 65 Brno
Tel.: 541 517 197, e-mail: hapi@ibp.cz

Viz Biologické listy, 2003, 68 (3): 234
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P19 Abstrakty plakatovych sdéleni

Vyuziti real-time PCR pro hodnoceni genové exprese u jecmene

JAROSLAVA OVESNA, PETRA WILDOVA, LADISLAV KUCERA, JIRi ZAMECNIK
Vyzkumny ustav rostlinné vyroby, Drnovska 507, 161 06 Praha 6 — Ruzyné

Zmény v expresi genu zajistuji obvykle reakci zivych organismi na vyskyt stresord v prostiedi.
Vyjimkou nejsou ani rostliny. Byla popsana fada proteind, které se vyskytuji po ptisobeni chladu, sucha ¢i po
napadeni organismu patogenem.

Technologicky rozvoj nabizi stile vice nastroji pro studium vysSe uvedeny zmén. Kromé postupt
vyuzivanych jiz delsi dobu jako je Norther blotting a RT — PCR vyuzivajici reverzni traskripce byla fada
moznosti doplnéna o DNA pole (DNA chips/DNA arrays) a PCR vredlném case (Real-Time PCR). Obé
posledné jmenované techniky umoznuji porovnavat expresi genti za odlisSnych podminek. Zatimco DNA pole
umoznuji s niz§i presnosti odecitat expresi az tisicti gend v jedné reakci, real-time PCR je piesnéjsi, av§ak pocty
sledovanych genti ve srovnatelném Case jsou vyrazng€ nizsi.

Posuzovali jsme moznost vyuziti PCR v realném case pro hodnoceni exprese genl u je¢mene na modelu
chladového stresu a gend kodujici dehydriny (Dhn). Pro analyzu jsme vyuzili fluorescenéni barvivo SYBRGreen
a zatizeni ABI PRISM 7700. Jako interni gen se stabilni expresi byl zvolen ubiquitin. Uginnost PCR pro
amplifikaci 362bp dlouhého produktu dosahovala 1.9 a nebyla ovlivnéna vychozi koncentraci templatu. Byla
hodnocena exprese sedmi odlisnych dehydrini. U jednoho zdehydrinti bylo dosazeno maximalni miry
amplifikace 1,7 avSak ani v tomto pfipad¢ neméla koncentrace templatu vliv.

Exprese byla hodnocena metodou kalibracni kiivky. Zjistili jsme, Ze po plsobeni chladového stresu neni
zcela stabilni ani exprese ubiquitinu, proto budou testovany dalsi house-keeping geny. Exprese ubiquitinu vSak
neni zvySena v takové mife jako dehydrinovych genti. Nejvyraznéji se zvysila po ptsobeni chladového stresu
exprese Dhn5 a Dhné.

Lze konstatovat, ze real-time PCR a SYBRGreen lze vyuZit pro hodnoceni exprese genii u je¢mene.

Hahnen S., Joeris T., Kreuzaler F., Peterhansel C.:2003- Photosynt. Res. 75: 183-192
Mir K.U., Southern E.M.:2000 — Ann. Rev.Genom.Genet. 1: 329 - 360
Zhu B., Choi D.W., Fenton R., Close T.J.: 2000- Mol.Gen.Genet. 264: 145-153

Podporovano projektem Mze - NAZV QC 1336
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P20 Abstrakty plakatovych sdéleni

Charakterizace genovych zdroji rostlin: AFLP, SSR, SSCP a SNaPshot

JAROSLAVA OVESNA, KATERINA POLAKOVA, LADISLAV KUCERA, LEONA LEISOVA
Vyzkumny ustav rostlinné vyroby, Drnovskéa 507, 161 06 Prague 6 — Ruzyné

Genové zdroje jsou cennym dédictvim lidstva. Genové zdroje jsou sbirany, charakterizovany a
uchovavany. Charakterizace genovych zdroji rostlin probihd nejcastéji v polnich testech. Takové testy jsou
Casové narocné a vyzaduji viceleté opakovani.

Metody zalozené na hodnoceni polymorfismu DNA jsou rychlé, spolehlivé a nezavislé na prostiedi.
Vyuzili jsme metody AFLP, délkové variability mikrosatelitnich lokust a SNaPShot pro hodnoceni variability
genovych zdroji pSenice a jeCmene. Pro hodnoceni genovych zdroji jeémene zahrnujicich 82 polozek jarniho
sladovnického je¢mene pouzivanych v minulém stoleti na uzemi CR. Nejstarsi registrovana polozka pochazela
z1. 1886 (Proskowetz Hana Pedigre¢). Shlukova analyza zalozena na vyskytu polymorfnich lokusit AFLP a
SSR naznacuje, Ze uvedené markerovaci systémy hodnoti odlisnd mista chromozomt. Na zakladé vysledku je
mozné konstatovat, ze Slechténi na sladovnickou kvalitu posunulo geneticky zaklad Ceskych sladovnickych
jeCmentd. Zejména geneticky zaklad odrid povolenych v 90. letech minulého stoleti byl uzsi ve srovnani se
stras§imi odridami. U je¢mene jsme na modelu Mlo lokusu prokéazali moznost vyuziti SSCP a SNaPShot markéru
a pristroje ABI PRISM 310 Genetic Analyser pro genotypizaci rostlin. Obdobné byly charakterizovany genové
zdroje ozimé pSenice zahrnujici krajové i moderni odridy (celkem 162 odrid). Vysledky byly obdobné.
Neprokazal se v§ak vyznamny vliv pSenic vyuzivanych ve §lechténi v 60. letech. Metodu AFLP jsme uspésné
aplikovali i na dalsi rostlinné druhy (kasStan, bambus).

Metody jsou vhodné pro identifikaci genovych zdroju ale i odrid kulturnich druht. Jsou vyuzivany pro
efektivni praci genové banky.

Gupta P.K., Roy J.K., Prasad M.: 2001- Curr. Sci. 80: 524-535

Christiansen M.J., Andersen S.B., Ortiz R.: 2002 - Mol. Breed. 9: 1-11

Ovesna J., Polakova K., LeiSova L.: 2002 - Czech J. Genet. Plant Breed. 38: 29-40

Prasad M., Varshney R.K., Roy J.K., Balyan H.S., Gupta P.K..: 2000 - Theor. Appl. Genet. 100: 584-592
Reddy M.P., Sarla N., Siddiq E.A.: 2002 - Euphytica. 128: 9-17

Tagu D.: 1999 - Techniques of molecular biology. INRA Editions; Versailles; France, pp.131

Podporovano projektem NAZV QC 1336
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P21
Porovnani metod izolace RNA pro detekci latentniho viroidu chmele (HLVd)
pomoci Dot-blot molekularni hybridizace a RT-PCR u chmele (Humulus lupulus)

JOZEF PATZAK

Chmelafsky institut s.r.o., Kadanska 2525, 438 46 Zatec
Tel.: 415 732 109, Fax: 415 732 150, e-mail: j.patzak@telecom

Viz Biologické listy, 2003, 68 (3): 219

P22

Stanoveni aktivit rostlinnych fosfolipas in situ s vyuzitim fluorescen¢né znacenych
substrati

PREMYSL PEICHAR'?, OLGA VALENTOVA', JAN MARTINEC?

! [:Istav biochemie a mikrobiologie, V%CHT, Technicka 3, 166 28 Praha 6-Dejvice
2Ustav experimentalni botaniky, AV CR, Rozvojové 135, 165 02 Praha 6-Lysolaje
Tel.: 296 780 420, e-mail: pejchar@ueb.cas.cz

Viz Biologické listy, 2003, 68 (3): 227
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Alternativni postupy detekce jednobodovych mutaci v genomu je¢mene

KATERINA POLAKOVA, DAVID LAURIE?

'VURYV, Drnovska 507, 16106 Praha 6 - Ruzyné,; J1C, Colney Lane, NR4 7UH Norwich, UK
Tel.: 233022330, e-mail: katerina.polakova@vurv.cz

Jednobodové mutace znamé jako SNP (Single Nucleotide Polymorfism) piedstavuji velmi slibné
molekularni markéry v genomech rostlin. Jednobazové polymorfismy jsou bohatym zdrojem genetické
variability mezi individui v rdmci druhu, odrid a linii. SNP lezici v kodujicich sekvencich genl Casto souviseji
se substituci aminokyseliny v proteinu, coz mize vést k vyznamné zméné kvalitativnich parametrti jedince nebo
jeho nachylnosti k chorobam. Vyznamné SNP markéry mohou byt tak vyuzity ve Slechtitelskych programech
pro vybér linii nesouci vyZadované vlastnosti. Pro tyto tGcéely je zapotfebi zvolit metodu detekce SNP pro
rozsahlé skrinovani populaci s ohledem na jednoduchost, nenarocnost a ekonomicnost technologie. VétSina
soucasn¢ pouzivanych metod SNP skrinovani je zalozena na amplifikaci cilové DNA sekvence nesouci
jednobodovou mutaci s naslednou analyzou resp. genotypizaci. Pfedstavujeme zde dvé SNP skrinovaci metody
zalozené na analyze v prostfedi agarézového gelu a s pouzitim dvou odlisnych genetickych analyzator. SNP
markéry lezici v kédujicich sekvencich gent ovlivitujici kvalitativni parametry zrna je¢mene byly skrinovany
na souboru 80-ti odrid je¢mene odlisujicich se v kvalité zrna.

Detekéni technika aplikovatelna ve vSech laboratofich molekularni biologie se standardnim vybavenim
vyuziva pozice SNP v sekvenci, kterd je rozpoznavana restrikéni endonukledzou. SNP polymorfismus tak
zpusobuje u riznych jedinct vznik nebo zanik restrikéniho mista dané endonukledzy, coz nam umoznuje urcit
typ SNP genotypu daného jedince dle St€peni nebo nestépeni PCR produktu. Dal§i metoda nenaro¢na na
specialni pfistrojové vybaveni laboratofe vyzaduje dva primerové pary generujici béhem PCR reakce produkty,
jejichz odlisné délky uréuji SNP genotyp. Metoda je zndma jako tzv. Tetra-primer ARMS-PCR (Ye S. et al.,
2001).

Velice efektnimi metodami pro rozséhlé SNP skrinovani jsou pyrosekvencovani (Pyrosequencing™) a
denaturaéni vysokotlaka kapalinova chromatografie (tzv. Wave systém, Transgenomics'™) vyzadujici specialni
pfistrojové vybaveni. Pyrosekvencovéani je de facto sekvencovani velmi kratkych usekt DNA (do 20 bp)
v redlném case. Metoda je ndrocné na fluorescencni chemii a enzymaticky systém. Detekce SNP pomoci Wave
systému je zalozena na separaci produkti vzniklych po pocatecni denaturaci smési PCR produkti neznamého
vzorku s kontrolnim vzorkem se zndmym SNP a nasledném ochlazovani, pfi kterém vznikaji dva homoduplexy a
dva heteroduplexy v pfipad€, Zze neznamy vzorek nese jinou bazi v SNP pozici nez kontrolni vzorek a jeden
homoduplex v pfipadé€, ze neznamy vzorek nese stejnou bazi jako kontrolni vzorek. Obé dvé metody se ukazaly
byt velice pfesné a Gc¢inné pro rozsahlé SNP skrinovani, ale kazda nese vyhody a nevyhody. Pro spésné
pyrosekvencovani je zapotiebi disledné ptecisténi PCR produktu, PCR primery, véetné sekvenéniho primeru,
by mély byt HPLC purifikovany, pficemz jeden PCR primer musi byt biotinylovan. Tyto modifikace primert a
pozadavek specialniho enzymatického a fluorescencniho systému se vyrazné odrazeji na cené analyzy, ktera je
vy$$i oproti jinym technikdm. Faktem je, ze samotna SNP genotypizace 96 vzorkii na pyrosekvenatoru trva
pouze 10 minut. Oproti tomu Wave systém nevyzaduje zadné primerové modifikace a precistovani PCR
produktt, ale analyza 96 vzorkd trva 3 hodiny.

V soucasné dobé¢ je znama tfada technik vhodnych pro SNP skrinovani. My jsme pfedstavili ¢tyfi z nich,
které se odliSuji v naro¢nosti na vybaveni laboratoii molekularni biologie, v naro¢nosti samotné pfipravy analyzy
a z ekonomického hlediska. Tyto parametry ovliviiuji vybér metody pro SNP skrinovani, ale ne vSechny uvedené
metody mizeme usp&$né pouzit pro rizné typy SNP, protoze to nedovoluje sekvence obklopujici dany SNP.

Ye S., Dhillon S., Ke X., Collins A.R., Day N.M.: 2001 — Nuc. Ac. Res. 29: 88-96.

Podporovano projektem NAZV QD1365 a organizaci Marie Curie Fellowship, kontrakt HPMT-CT-2000-00033.
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Vyuziti pritokové cytometrie pro stanoveni velikosti jaderného genomu u
zastupci rodu Koeleria (Poaceae)

PAVLA SUCHANKOVA', ALES PECINKA?, JAROSLAV DOLEZEL'

' Laboratoi molekularni cytogenetiky a cytometrie, Ustav experimentalni botaniky AV CR, Sokolovska 6, 77200 Olomouc
% Institute of Plant Genetics and Crop Plant Research, Corrensstrasse 3, D-06466 Gatersleben, Germany

Tel.: 585 228 521, e-mail: dolezel@ueb.cas.cz

Pritokova cytometrie byla pouzita k analyze velikosti jaderného genomu ctyr Ceskych a slovenskych
druhti rodu Koeleria Pers. (x = 7) scilem pfispét k objasnéni taxonomicko-fylogenetickych vztahti mezi
sttedoevropskymi zéstupci této kritické skupiny trav. Suspenze intaktnich jader byly pfipraveny homogenizaci
listovych pletiv a jaderna DNA byla barvena pomoci propidium jodidu. Jako referencni standard slouzila jadra
izolovana z listovych pletiv zita (Secale cereale L., cv. Dankovské, 2C = 16,19 pg DNA, Dolezel et al. 1998).
Velikost jaderného genomu K. glauca (Spreng.) DC. (2n = 2x) byla stanovena na 2C = 5,20 pg DNA a K.
pyramidata (Lam.) Beauv. (2n = 10x) na 2C = 22,89 pg DNA. K. macrantha (Ledeb.) Schult. se ve stiedni
Evropé vyskytuje jako diploidni var. macrantha a tetraploidni var. majoriflora nom. provis. Zjisténa
velikost obsahu jaderné DNA byla 2C = 4,94 pg u var. Macrantha a 2C = 9,31 pg u var. majoriflora.
Jihoslovenské populace var. majoriflora obsahovaly o 5,3% vice jaderné DNA neZ populace z Ceské republiky.
Velikost jaderného genomu endemického druhu Zapadnich Karpat K. tristis Domin (2n = 12x) byla 2C = 29,23
pg DNA. Rostliny z izolované vychodoslovenské lokality (Branisko) mély o 8,8% vétsi jaderny genom nez
populace ze zapadniho Slovenska. U vSech taxont kromé K. macrantha byla velikost jaderného genomu
stanovena poprvé a pro zminény druh byly stavajici udaje vyrazné upfesnény. Velikost jaderného genomu
polyploidnich taxonti byla mensi, nez by odpovidalo nasobkiim velikosti genomu diploidnich taxont, a to
pravdépodobné v disledku niz$iho obsahu repetitivnich DNA sekvenci. Variabilita velikosti jaderného genomu
korelovana s geografickym rozsitenim K. macratha var. majoriflora a K. tristis nazna¢uje moznou dlouhodobou
izolaci populaci nebo jejich riiznou evolu¢ni historii.

Dolezel, J., Greilhuber, J., Lucretti, S., Meister, A., Lysak, M. A., Nardi, L., Obermayer, R.: 1998 - Ann. Bot. 82 (Suppl. A):
17-26
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3D rekonstrukce anomalii v ultrastruktuie transgenniho ipt tabaku

HELENA SYNKOVA', RENATA PECHOVA'*

! Ustav experimentalni botaniky AV CR, Na Karlovce 1a, 160 00 Praha 6
% Katedra anatomie a fyziologie rostlin, Pfirodovédecka fakulta UK, Vini¢na 5, 128 43 Praha 2
Tel.: 233 320 338, e-mail: synkova@ueb.cas.cz

Elektron mikroskopické studium transgenniho tabaku se zvySenym obsahem endogennich cytokinint
prokazalo ruzné anomalie v ultrastruktufe chloroplastii, peroxisomi a mitochondrii (Synkova et al. 2003).
Ameboidni tvar chloroplasti byl Casto pozorovan ve spojitosti s pritomnosti periferniho retikula a méné
obvyklym vzajemnym postavenim jednotlivych organel. Vyrazné krystalické struktury v chloroplastech jsou s
nejvetsi pravdépodobnosti agregaty proteind svétlosbérného komplexu. Dalsi krystalické struktury, castéji
pozorované v peroxisomech transgenniho tabaku, jsou tvofeny predevsim katalazou (Kleff et al. 1997).

Hlavnim cilem nasi prace byla 3D rekonstrukce jednotlivych organel a krystalickych struktur,
ktera by umoznila zjisténi skute¢ného tvaru a velikosti té€chto struktur, eventualné vzajemného postaveni organel.
Jako kontrolni tabak byl pouzit Nicotiana tabaccum L. cv. Petit Havana SR1. Transformovany Pssu-ipt tabak, s
ipt genem pod promotorem pro malou podjednotku RuBPCO, byl péstovan jako roubovany (G) nebo jako
pravokofeny (SE, F1 generace) (Synkova et al. 1999). Dale byl studovan transformovany tabak cv. Wisconsin
38, Psagi—ipt, kde je ipt gen pod kontrolou senescence specifického promotoru. VSechny rostliny byly
péstovany v pude ve skleniku. Vzorky listl byly fixovany (glutaraldehyd - paraformaldehyd/OsOy,), odvodnény v
acetonu a zality do prykyfice (Spurr). Ultratenké fezy (75 nm tlusté) byly kontrastovany uranylacetatem a
citraitem olova a zkoumany v transmisnim elektronovém mikroskopu JEM 1010 (Jeol, Japan). Obrazy ze
sériovych fezl (asi 30 — 50 fezt) byly pouzity pro 3D rekonstrukci pomoci poc¢itaéového programu IMOD 2.42.

Velké krystalické struktury, pozorované v chloroplastech transgenniho tabaku, byly zjistény ve vsech
fazich vyvoje rostliny, zatimco u kontrolniho tabaku jen zfidka a to ve
fazi pokrocilé senescence. 3D rekonstrukce prokazala, ze krystaloidy se
lisi velikosti a zaujimaji 8 az 20 % celkového objemu zkoumané casti
chloroplastu. Maji vétSinou tvar rizné silné desky s riznou orientaci
uvnitt chloroplastu. Krystaloidy z Pgagio—ipt jsou obvykle mensi nez z
Pssu-ipt.

Rekonstrukce améboidnich chloroplastii s perifernim retikulem
prokazala, Ze mitochondrie nebo i peroxisomy jsou chyceny uvnitf
prostor, tvofenych obalovou membranou chloroplastu. Toto postaveni
ziejmeé umoziuje lepsi komunikaci a vyménu substratii mezi organelami.

Obr. 1. 3D rekonstrukce chloroplastu z transgenniho Pssu-
ipt tabaku. Seda = chloroplast, svétle Seda s carkami =
krystaloid, tmave Seda s ¢arkami = volny prostor kolem
krystaloidu.

3D rekonstrukce peroxisomalnich krystald ukazala, ze katalazové krystaly zaujimaji vétSinu vnitiniho
prostoru organely a maji pravidelny tvar kostky.

Pfitomnost anomalii v ultrastruktufe organel transgenniho tabdku se zvySenym obsahem cytokinind je
ziejmé zplsobena piimo i nepfimo stresem, ktery nadprodukce hormont vyvolava.

Kleff' S, Sander S, Mielke G, Eising R (1997). Eur. J. Biochem. 245, 402-410.
Synkova H, Van Loven K, Posisilova J, Valcke R (1999). J. Plant Physiol. 155, 173-182.
Synkova H, Pechova, R., Valcke, R. (2003). Photosynthetica. 41(1), 117-126.

Prace byla podporovana grantem GA CR &. 206/01/1061.
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Vyuziti dvourozmérné fluorescen¢ni spektroskopie pro stanoveni mnoZstvi a
viability bunék tabaku
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Rostlinné esterasy jako vhodny marker pro konstrukcei ristové krivky

JAN VITECEK', RENE KiZEK?, JIRf PETREK', LADISLAV HAVEL'
! Ustav botaniky a fyziologie rostlin, Agronomicka fakulta MZLU, Zemédélska 1, 613 00 Brno, CR

2 Ustav chemie a biochemie, Agronomicka fakulta MZLU, Zemé&dglska 1, 613 00 Brno, CR
Tel.: +420 545 133 342, e-mail: vitecek@mendelu.cz

Ristova kfivka suspenzni kultury pfedstavuje v biotechnologickych aplikacich kli¢ovy parametr. Pro jeji
konstrukci se velmi Casto pouziva sledovani svézi hmotnosti nebo suSiny. Tento zplisob je ovsem mnohdy
nevyhodny kvili nutnosti sklidit dostatecné velké mnozstvi kultury. Alternativou mtze byt pfimé mikroskopické
pocitani bun€k prostfednictvim pocitaci komurky. Tato technika je vSak Casov€é naro¢nd, vykazuje znacnou
experimentalni chybu a v nékterych piipadech ji nelze realizovat kvuli vzniku velkych shlukd bunék. Dalsi
metody jako napt. optickd hustota a sedimentacni charakteristiky nejsou pro stanoveni rustové kiivky vzdy
vhodné nebot’ v prubéhu kultivacni doby dochazi ke znacnym zménam morfologie bunck.

Vyuziti intracelularnich esteras jako markeru bunééné Zivotaschopnosti je znamo jiz del§i dobu. Kromé
toho nové€jsi prace naznacuji, ze aktivita intracelularnich esteras v dané kultufe zavisi pouze na poctu
zivotaschopnych bunék. Proto 1ze intracelularni esterasy vyuzit jako marker pro konstrukei ristové kiivky.

Hlavnim cilem na$i prace bylo vyvinout experimentdlné nenaro¢nou metodu stanoveni aktivity
intracelularnich esteras v rostlinné suspenzni kultufe. Pro tyto ti¢ely jsme pouzili buné¢nou suspenzi tabaku (linie
BY-2) a dva substraty vhodné pro esterasy: 4-nitrofenylacetat a fluoresceindiacetat. Esterasy Stépi 4-
nitrofenylacetat za vzniku barevného produktu — 4-nitrofenolu, ktery lze detekovat spektrofotometricky pii
vinové délce 405 nm. Tento postup nevyzaduje ndkladné laboratorni vybaveni. DosaZena citlivost metody je vSak
niz§i nez pfi pouziti fluoresceindiacetatu, ktery pii Stépeni esterasami poskytuje produkt detekovatelny
spektrofluorimetricky (Aexcitace 490 NM @ Aepise 514 nm). Druhy zminény postup umoziuje stanovit aktivitu esteras
v malém mnozstvi biologického materialu.

Literatura
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Elektrochemické stanoveni metalothioneinu a fytochelatinu
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Metalothioneiny (MT) patii do skupiny proteint, které odpovidaji za regulaci fyziologické koncentrace
tézkych a esencialnich kovl. Objev MT je datovan rokem 1957, kdy Margoshes a Vallee izolovali z koniskych
ledvin nizkomolekularni protein, ktery vykazoval vysokou afinitu k iontim kadmia. Rostlinné peptidy
(fytochelatiny), schopné vazat ionty kovi, popsal Grill, Winnacker a Zenk v roce 1985 u Rauwolfia serpentina.

Elektrochemické metody, jako je voltametrie (DPV) nebo chronopotenciometrie (CPSA), umoziuji
stanoveni velmi nizké koncentrace MT. Vzhledem k vyhodam, ktera elektrochemické metody pfinasi, se
elektroanalyza stala bézn€ pouzivanou pro studium fyziologickych koncentraci MT. Jednou z piednosti je ¢asova
nendrocnost stanoveni MT a snadna pfiprava vzorku, na rozdil od imunologickych technik nebo metod
zalozenych na radioaktivnim znaceni. Aplikaci adsorptivni pienosové rozpoustéci (AdTS) techniky je mozné
provadét analyzu ve vzorcich o objemu 5 [1, coz Zadna stavajici metoda neumoziuje. Kazda analyticka metoda
ma nejen své klady, ale i nezadouci vlastnosti. Jednim z omezeni elektrochemie je fakt, Ze neni mozné ve vzorku
tkané determinovat jednotlivé isoformy a Ze muze dochazet pfi stanoveni k interferencim se slou¢eninami
obsazenymi ve vzorku (napf. povrchové aktivni latky, slozky pufrd atd.). Jednou z vyhod elektroanalyzy MT je
moznost stanoveni vzorku opakovat protoze nedochazi k jeho degradaci, jako je tomu napf. u atomové absorpcni
spektrometrie, coz umoziuje studium kinetiky vazby iontd do vazebnych domén MT. Budoucnost vyvoje
elektroanalytickych metod pro stanoveni MT v biologickém vzorku se skyta v pouziti elektrochemie v
multidimenzionalni analyze a v technologii biosenzort.

V nasi praci jsme se zabyvali stanovenim metalothioneinu a fytochelatinu pomoci chronopotenciometrie
s konstantnim proudem a cyklické voltametrie.
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Grill E., Winnacker E.-L., Zenk M. H.: 1985 - Science 320, 674

Sestakova 1., Mader P.: 2000 - Cell. Mol. Biol. 46, 257

Trnkova L., Kizek R., Vacek J.: 2002 - Bioelectrochemistry 56, 57

Kizek R., Trnkova L., Palecek E.: 2001 - Anal. Chem. 73, 4801

Strouhal M., Kizek R., Vacek J., Trnkova L., Némec M.: 2003 - Bioelectrochemistry 60, 29

Prace na této publikaci byla financovana z grantu FRVS ¢&. 1203/2003 a dlouhodobého zaméru Agronomické fakulty MZLU
¢. 4321 0000 a Narodnim vyzkumnym centrem: Signalni drahy u rostlin (LNOOAOS81).

74



P29 Abstrakty plakatovych sdéleni

Izolace chloroplastu tabaku a jejich imobilizace do Ca-alginatu

LENKA VITOVA'?, ANNA VICANKOVA', PETRE DOBREV', [IVANA MACHACKOVA', RADOMIRA VANKOVA'

'UEB AVCR, Rozvojova 135, 165 02 Praha 6, CR; > Katedra fyziologie rostlin PfF UK Vini¢na 5, 128 43 Praha, CR
Tel.: 220390418, e-mail: vitova@ueb.cas.cz

Studium metabolizmu izolovanych chloroplastil je znaéné omezeno jejich nizkou stabilitou pii pokojové
teploté (aplna dezintegrace nastava do 7 hodin). Prodlouzit Zivotnost izolovanych intaktnich chloroplasti jsme se
pokusili jejich imobilizaci. Zapouzdieni do vhodné gelové matrice mize mit ochranné G¢inky, protoze umoziuje
vytvafet pfiznivé mikrookoli a snizuje negativni mechanické vlivy, napf. sily stfizného napéti. Stabilizujici
matrice ovSem soucasné vytvari difizni bariéry, zejména pro transport zivin a kysliku (Guiseley, 1989).
V zavislosti na typu a koncentraci pouzitého polymeru a typu bun¢k mtize mit imobilizace pozitivni i negativni
vliv (napf. na rychlost riistu mikrobialnich bun¢k; Junter et al. 2002).

Chloroplasty jsou velmi zfidka pouzivany k imobilizaci, zfejmé diky své kfehkosti. Fotochemické aktivity
byly porovnavany u chloroplasti volnych a imobilizovanych do riznych matric (do agaru, Ca-alginatu a
glutaraldehydu zesiténého BSA) (Synkova a Sestik, 1991). V jiné studii byly pouzity chloroplasty vézané do
Ca-alginatovych ,kapek™ pro studium pifenosu lyzofosfatidylcholinu z mikrozomil v alginatovych Easticich a
nasledného metabolizmu lyzolipidt (Testet et al., 1999). Vlivu imobilizace na fyziologii a strukturu chloroplasti
bylo zatim vénovano jen malo pozornosti. Autofi se omezuji pouze na slovni popis strukturalnich zmén
(,,leakage of stroma‘ — vytékani stromatu; Testet et al., 1999) bez obrazové dokumentace.

Vliv imobilizace na chloroplasty jsme charakterizovali na zékladé téchto kritérii:

1) zivotnost (méfenim aktivity glyceraldehydfosfatdehydrogenazy — markeru intaktnosti chloroplastit),

2) ultrastruktura (pomoci transmisni elektronové mikroskopie, viz obr. 1),

3) metabolizmus rostlinnych hormont cytokinind.

Jako material jsme pouzivali intaktni chloroplasty izolované z kontrolnich rostlin tabaku a rostlin
transformovanych genem Zm-p60./ kodujicim B-glukoziddzu smérovanou do plastidd pod kontrolou
konstitutivniho promotoru CaMV 35S. Tento enzym uvoliiuje z cytokinin-O-glukozidli volné baze (aktivni
formy cytokinint). Izolace a nasledna imobilizace chloroplastt do nizkovisk6zniho alginatu zptisobila zmény
v ultrastruktufe chloroplast, které se zvétSovaly s prodluzujici se dobou inkubace (zejména dilatace
tylakoidniho systému). Vyhodou imobilizace chloroplasti je podstatné snaz$i manipulace pfi pfipraveé vzorkd
v porovnani s chloroplasty v suspenzi napt. pro elektronovou mikroskopii. Metabolizmus cytokinini byl
v chloroplastech sledovan pomoci exogennich radioaktivné znafenych substratii (zeatin, zeatin-O-glukozid).
HPLC analyza ukazala, ze spektrum znacenych metabolitl je v ptfipadé volnych a imobilizovanych chloroplasta
velmi podobné. Nicméné vysledky naznacuji, ze imobilizované chloroplasty jsou v porovnani s volnymi méné

metabolicky aktivni, pravdépodobné diky omezené difuzi.
S BT S A

g .
SRR

S

o WAL R MG AR, PN
Obr. 1: Transmisni elektronovy mikrosnimek pticného fezu chloroplasty tabaku (GT — granalni tylakoidy, IT —

intergranalni tylakoidy, SI — Skrobové inkluze, P - plastoglobule, S — stroma).
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